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Zusammenfassung
Halogenierte Verbindungen treten in der Natur in einer großen Vielzahl auf. Ihre Funk-
tionen können sehr vielfältig sein und reichen von antimikrobiellen Aktivitäten bis hin zu
pflanzlichen Wachstumsregulatoren. Vor allem in Pilzen und Bakterien gibt es eine Reihe
halogenierter Substanzen. Die Synthesewege und beteiligten Enzyme dieser Verbindungen
sind weitestgehend aufgeklärt. Bei einer Klasse von halogenierenden Enzymen handelt es
sich um Flavin-abhängige Tryptophan-Halogenasen, welche die Aminosäure Tryptophan
regioselektiv und substratspezifisch an bestimmten Positionen des Indolrings halogenieren
können.
Tryptophan ist eine essenzielle Aminosäure, welche sehr vielfältige Funktionen innerhalb
der Zellen besitzt. So wird diese in Polypeptidketten von Enzymen und Proteinen eingebaut
und dient als Vorstufe für viele verschiedene Stoffwechselprodukte. Das Pflanzenhormon
Indol-3-Essigsäure (IAA) leitet sich z. B. aus ebendieser Aminosäure ab. Pflanzenhormone
haben sehr vielfältige Funktionen innerhalb der Pflanzen und spielen z. B. bei der Entwick-
lung, Differenzierung und Abwehr eine wichtige Rolle. In einigen Pflanzen konnte eine
halogenierte Form von IAA, die 4-Chlorindol-3-Essigsäure, nachgewiesen werden. In ver-
schiedenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass diese Verbindung eine erhöhte Reaktivität
gegenüber der nicht halogenierten Form aufweist. Die Wirkung dieser Substanz wurde in
den letzten Jahrzehnten gut untersucht, über die an der Synthese beteiligten Enzyme dieses
Pflanzenhormons ist jedoch kaum etwas bekannt.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Gene von drei bakteriellen Tryptophan-Halogenasen
(pyrH, thiH und prnA) in der Modellpflanze Arabidopsis thaliana exprimiert und die Bildung
von chlorierten Substanzen genauer untersucht. Hauptaugenmerk wurde dabei auf mögliche
chlorierte Metabolite gelegt, welche sich von der Aminosäure Tryptophan ableiten. Neben
der Expression der bakteriellen Halogenasegene wurden diese zusätzlich für die Modell-
pflanze optimiert und unter der Kontrolle des 2× 35S-Promotors in Arabidopsis thaliana
transformiert.
Die heterologe Expression von AtpyrH, AtthiH, AtprnA, sowie der optimierten Gene
AtpyrHopt, AtthiHopt und AtprnAopt konnte in verschiedenen transgenen Linien in den
Pflanzen nachgewiesen werden. Die Expression der Halogenasegene variiert dabei in den
untersuchten Linien. Durch die Optimierung konnte keine erhöhte Expression der Gene
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erzielt werden. Lediglich bei der Expression von AtpyrHopt zeigte sich ein erhöhtes Niveau
der Genregulation im Vergleich zu AtpyrH.
Der Nachweis, dass die transgenen Arabidopsis thaliana-Pflanzen, welche eines der Halo-
genasegene exprimieren, in der Lage sind die Aminosäure an der entsprechenden Position (5,
6 oder 7) zu halogenieren konnte für alle stabil transformierten Gene erbracht werden. Zusätz-
lich gelang es, die Halogenase-Enzyme aus transgenen Pflanzen von AtpyrH und AtpyrHopt
anzureichern und deren Funktionsfähigkeit in einem Enzym-Test nachzuweisen. Es konnten
ebenfalls weitere chlorierte Intermediate detektiert werden, welche u. a. Vorläufermoleküle
des Hormons IAA aber auch weiterer Substanzen wie z. B. Camalexin sind. Für Arabidopsis
thaliana-Wildtyp konnte die Möglichkeit zur Bildung von Cl-IAA durch die Zugabe von
chloriertem Tryptophan gezeigt werden. Die an der Biosynthese beteiligten Enzyme können
das chlorierte Substrat verwenden und dem Stoffwechsel zuführen.
Die Bildung der chlorierten Verbindungen erfolgte in den transgenen Arabidopsis thalia-
na-Pflanzen ohne eine zusätzliche Expression einer Flavin-Reduktase. Das für die Haloge-
nierungsreaktion notwendige FADH2 kann durch die Pflanzen selbst zur Verfügung gestellt
werden. Die unterschiedliche Regulation der Gene führte bei den transgenen Linien nicht zu
phänotypischen Unterschieden. Sowohl die Entwicklung der Pflanzen, als auch die Anzahl
und Größe der Rosettenblätter entspricht demWildtyp und ist durch die Bildung chlorierter
Verbindungen nicht beeinflusst.
In verschiedenen Tests wurde die erhöhte Bioaktivität sowohl von chloriertemTryptophan
als auch chlorierter IAA in in vitro Experimenten mit verschiedenen Pflanzen bestätigt. Chlo-
rierte IAA hemmte zusätzlich dazu das Wachstum des Bakteriums Pseudomonas syringae
pv. tomato DC3000. In phytopathologischen Untersuchungen mit verschiedenen transge-
nen Pflanzen zeigte sich, dass Linien von AtthiHopt, AtprnA und AtprnAopt mitunter eine
verbesserte Resistenz gegen bestimmte Pathogene aufweisen.
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Bildung von chloriertem Tryptophan und
chloriertem Indol-3-Acetonitril durch die heterologe Expression von Flavin-abhängigen
Tryptophan-Halogenasen in Arabidopsis thaliana sowohl durch die ursprünglichen bakteriel-
len, als auch die optimierten Gene möglich ist.
1 Einleitung
Naturstoffe, welche durch Pflanzen und Mikroorganismen produziert werden, haben in den
letzten Jahrzehnten immer mehr an Bedeutung gewonnen. Bereits seit vielen Jahrhunder-
ten machen sich Menschen die Wirkung solcher Stoffe bewusst oder unbewusst zunutze.
Heutzutage finden Naturstoffe immer größer werdenden kommerziellen Einsatz. Als einige
bedeutende Beispiele hierfür seien die durch Bakterien produziertenAntibiotika Chloramphe-
nicol (Ehrlich et al. 1947) und Chlortetracyclin (Duggar 1948) zu nennen. Auch pflanzliche
Wirkstoffe wurden und werden immer bedeutender. DerWirkstoff aus derWeidenbaumrinde,
die Salicylsäure (Mahdi 2010), das Chemotherapeutikum Vinblastin aus Catharanthus roseus
(McCoy und O’Connor 2006) und das aus der Eibe gewonnene Antitumormittel Paclitaxel
(Wani et al. 1971) sind dabei nur einige Beispiele.
Bei vielen Naturstoffen handelt es sich um halogenierte Verbindungen, welche ein oder
mehrere Halogenatome besitzen. Neben den aufgeführten Antibiotika zählen auch Stoffe wie
Rebeccamycin (Yeh et al. 2007) und Sallinosporamid A (Groll et al. 2006) zu der Gruppe der
halogenierten Substanzen. In Pflanzen gibt es nur wenige bereits identifizierte halogenierte
Verbindungen. AusVeronica longifolia könnenAsystasiod E und Longifoliosid A und B isoliert
werden. Diese Stoffe übernehmen in der Pflanze eine Radikal-abfangende Aktivität (Gribble
2012). Auch in Erbsenkeimlingen und anderen Leguminosenarten kann ein halogenierter
Metabolit nachgewiesen werden. Bei dieser Verbindung handelt es sich um ein Derivat des
wichtigen Pflanzenhormons Indol-3-Essigsäure (IAA), die 4-Chlorindol-3-Essigsäure (4-Cl-
IAA) (Reinecke 1999).
Die Einführung eines Halogens in den Metabolismus des Hormons IAA in der Modell-
pflanze Arabidopsis thaliana steht im Mittelpunkt dieser Arbeit. Durch Untersuchungen an
Catharanthus roseus konnte gezeigt werden, dass durch die Inkorporation von einfachen
halogenierten Vorstufenanaloga, Verbindungen mit modifizierten Eigenschaften synthetisiert
werden können (McCoy und O’Connor 2006). Die substratspezifische und regioselekti-
ve Einführung eines Halogens kann mithilfe von Tryptophan-Halogenasen erfolgen. Die
Regioselektivität der Halogenasen ermöglicht es, eine genaue Aussage über die Halogenie-
rungsreaktion zu treffen. Das bedeutet, dass die Aminosäure Tryptophan, in Abhängigkeit
der verwendeten Halogenase, immer an derselben Position halogeniert wird. Die Aminosäure
Tryptophan dient in vielen Synthesewegen als Ausgangsstoff. So lässt sich die Bildung des
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Pflanzenhormons IAA aus dieser Aminosäure ableiten (Normanly 2010). IAA ist an vielen
verschiedenen Wachstums- und Entwicklungsprozessen von Pflanzen beteiligt. Reinecke
(1999) konnte in Experimenten mit Erbsen zeigen, dass die bereits erwähnte halogenierte
Form des Hormons, die 4-Cl-IAA eine höhere biologische Aktivität im Vergleich zu IAA
aufweist.
1.1 Halogenierte Verbindungen
Heute sind mehr als 5000 natürlich produzierte halogenierte Substanzen bekannt (Gribble
2012). Die Strukturen reichen von recht einfachen Verbindungen wie Methylbromid oder
Brommethan (Gribble 2005) bis hin zu hochkomplexen Polyketiden und Oligopeptiden, wie
z. B. Rebeccamycin (Wagner et al. 2009).
Die Entstehung solcher Stoffe erfolgt durch thermische Prozesse, wie Waldbrände oder
vulkanische Aktivitäten, aber auch durch lebende Organismen (Gribble 2003). Lange Zeit
wurde davon ausgegangen, dass die Biogenese halogenierter Metabolite durch lebende Orga-
nismen als selten anzusehen ist (van Pée 1996). Heute ist jedoch bekannt, dass organische
Halogenverbindungen in der Natur weit verbreitet sind (Gribble 1998). Die Quellen sind
vor allem Bakterien und Pilze, aber auch Pflanzen und der Mensch können diese Metabo-
lite synthetisieren (Gribble 2003). Den größten Anteil stellen chlorierte Stoffe dar, welche
vor allem durch terrestrische Organismen produziert werden. Eines der ersten identifizier-
ten chlorierten Metabolite war das Antibiotikum Griseofulvin aus Penicillium griseofulvum
(Oxford et al. 1939). Daneben gibt es noch eine große Anzahl von Bromverbindungen, die
zum größten Teil durch marine Organismen synthetisiert werden. Als Beispiel sei das von
der Alge Asparagopsis taxiformis produzierte Bromoform angeführt (Gribble 2003). Iod-
und Fluormetabolite kommen dagegen in der Natur seltener vor. Eine der bekanntesten
Fluorprodukte ist die Fluoressigsäure (Gribble 2005). Zu den iodierten Verbindungen gehört
z. B. 3,5-Diiodtyrosin aus der Koralle Gorgonia cavolinii, welches eines der ersten überhaupt
identifizierten halogenierten Metabolite darstellt (Drechsel 1896).
Die biochemischen und biologischen Aktivitäten dieser Substanzen sind sehr variabel.
Crypthophycin z. B. ist antibiotisch sowie antitumoral (Kling et al. 2005), währendThieno-
dolin als pflanzlicher Wachstumsregulator fungiert (Kanbe et al. 1993). In Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dass halogeniertenVerbindungen imGegensatz zu nicht halogenierten
Metaboliten eine verbesserte Bioverfügbarkeit (Smith et al. 2013) und eine erhöhte biologische
Aktivität aufweisen (Zeng et al. 2013). Aus diesem Grund werden derartige Verbindungen
schon seit Jahren in der Medizin, Landwirtschaft (Naumann 2000) und der Agrochemie
(Jeschke 2010) eingesetzt. Die Einführung von Halogenen kann einen Einfluss auf das phar-
makologische Profil von Substanzen haben (Thomas 2006). So konnte gezeigt werden, dass
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der Austausch eines einzelnen Chloratoms durch ein Wasserstoffatom am Antibiotikum
Vancomycin zu einem Aktivitätsverlust von 30% im Vergleich zu der Aktivität des dichlo-
rierten Stoffes führt. Der Austausch beider Chloratome verringert die Aktivität im Vergleich
zur Ausgangssubstanz sogar um 50% (Harris et al. 1985). Auch das chlorierte Antibioti-
kum Chloramphenicol zeigt im Vergleich zu dessen nicht chlorierten Analoga eine erhöhte
Aktivität (Suzuki et al. 1972). Diese Beispiele zeigen das hohe biotechnologische Potenzial
von Enzymen, welche regioselektiv bestimmte Substrate halogenieren können (Wagner et al.
2009).
1.2 Halogenierende Enzyme
Als alleinige natürliche Halogen-Katalysatoren galten lange Zeit Haloperoxidasen (Morrison
und Schonbaum 1976). Durch weiterführende Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
es auch andere Klassen von oxidativen enzymatischen Katalysatoren gibt. Dazu zählen u. a.
α-Ketoglutarat abhängige Halogenasen (Vaillancourt et al. 2005) und Flavin-abhängige Ha-
logenasen (Keller et al. 2000). Solche halogenierenden Enzyme kommen in einer Vielzahl
verschiedener Organismen vor (Wagner et al. 2009). Neben Bakterien, Pilzen und Pflanzen
können verschiedene organische Halogenverbindungen auch durch Invertebraten, Insekten
und Säugetiere gebildet werden (van Pée 2001). Im Weiteren werden zwei bedeutende Klas-
sen von halogenierenden Enzymen näher erläutert. Neben diesen gibt es noch eine Reihe
weiterer enzymatischer Halogenierungsmechanismen, wie z. B. die S-Adenosylmethionin-
Transferasen.
1.2.1 Haloperoxidasen
Das erste charakterisierte halogenierende Enzym war 1959 die Chloroperoxidase aus dem
Pilz Caldariomyces fumago, welches für die Biosynthese des Antibiotikums Caldariomycin
verantwortlich sein soll (Shaw und Hager 1959). Dieses Enzym benötigt für die Chlorierung
eines organischen Substrates Wasserstoffperoxid und Chlorid (Hager et al. 1966) und wird
daher als Haloperoxidase bezeichnet. Der eindeutige Nachweis der Beteiligung dieses Enzyms
an der Biosynthese ist bis heute noch nicht eindeutig vollständig erbracht (van Pée und Patallo
2006). In den folgenden Jahren wurden weitere Haloperoxidasen identifiziert und isoliert.
Als Halogenidionen können diese Enzyme Chlor-, Brom und Iodionen verwenden, nicht
jedoch Fluor. Je nachdem welches Halogenidion die Enzyme verwenden, werden diese als
Chlorperoxidasen, Bromperoxidasen und Iodperoxidasen bezeichnet (Chen und van Pée
2008). Bevorzugtes Substrat dieser Enzyme sind elektronenreiche C-C-Doppelbindungen
(van Pée und Zehner 2003).
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Eine weitere Unterteilung dieser Enzyme kann anhand ihrer prosthetischen Gruppen
erfolgen. So lassen sich diese in den Häm- und Vanadium-Typ einteilen, daneben gibt es noch
die Gruppe der bakteriellen Perhydrolasen. Der allgemeine Reaktionsmechanismus entspricht
einer elektrophilen Substitution (Hartung 1999; van Pée und Zehner 2003). Die Häm- und
Vanadiumhaltigen Haloperoxidasen katalysieren die Bildung von hypohaliger Säure. Die
eigentliche halogenierende Reaktion mit dem Substrat findet, nach Diffusion der Säure, am
aktiven Zentrum statt (van Pée und Patallo 2006). Auch bei den Perhydrolasen erfolgt die
Halogenierungsreaktion nicht direkt am Enzym. Nach der Bildung von Persäuren findet
auch hier die eigentliche Reaktion außerhalb des Enzyms statt, wobei die Halogenidionen
ebenfalls zu hypohaligen Säuren reagieren (Hofmann et al. 1998). In beiden Fällen ist der
eigentliche halogenierende Mechanismus nicht enzymatisch (Lang et al. 2011). Im Gegensatz
zu anderen halogenierenden Enzymen besitzen Haloperoxidasen aus diesem Grund eine
geringe Substratspezifität und Regioselektivität (van Pée 1996).
1.2.2 FADH2-abhängige Halogenasen
Das erste Enzym aus dieser Gruppe der FADH2-abhängigen Halogenasen wurde bei Un-
tersuchungen der Biosynthese von 7-Chlortetracyclin (Dairi et al. 1995) nachgewiesen. Bei
der Analyse der Proteinsequenz des isolierten Enzyms zeigte sich, dass es keine Ähnlich-
keit mit bisher bekannten halogenierenden Enzymen aufweist (Dairi et al. 1995). Später
wurden bei Untersuchungen der Biosynthese des Antibiotikums Pyrrolnitrin zwei weitere
Gene prnA und prnC identifiziert, welche ebenfalls für halogenierende Enzyme kodieren
(Hammer et al. 1997). Die Halogenase PrnA ist für die regioselektive Halogenierungsreaktion
von L-Tryptohan zu 7-Cl-Tryptophan verantwortlich, während PrnC die Chlorierung von
Monodechloraminopyrrolnitrin katalysiert (Kirner et al. 1998). PrnC zeigt eine sehr hoheHo-
mologie zu der zwei Jahre zuvor isolierten Halogenase aus der Chlortetracyclin-Biosynthese,
während PrnA und PrnC keine Ähnlichkeit zueinander aufweisen. Aufgrund dieser unter-
schiedlichen Substratverwertung lassen sich die FADH2-abhängigen Halogenasen in zwei
Gruppen einteilen. Die eine Gruppe halogeniert Tryptophan bzw. Indole (PrnA), die andere
Gruppe Phenol bzw. Pyrrole (PrnC) (Wagner et al. 2009).
Alle Enzyme in dieser Gruppe benötigen für die halogenierende Aktivität Chlorid-Ionen,
Sauerstoff als Co-Substrat und reduziertes FAD. Das FADH2 wird durch ein weiteres En-
zym, einer sogenannten Flavin-Reduktase zur Verfügung gestellt (Hohaus et al. 1997; Keller
et al. 2000; van Pée 2001). Der allgemeine Ablauf der Halogenierungsreaktion in diesem
Zwei-Enzym-Komponenten-System ist in Abbildung 1.1 am Beispiel der Chlorierung von
Tryptophan an der Position 7 durch die Tryptophan-7-Halogenase (PrnA) dargestellt. Die
an der Reaktion beteiligten Halogenasen benötigen dabei keine spezielle Flavin-Reduktase
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Flavin-Reduktase
Halogenase
NADH NAD+
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Abbildung 1.1: Allgemeiner Reaktionsmechanismus einer Halogenierungsreaktion durch eine Flavin-
abhängige Tryptophan-Halogenase am Beispiel der Tryptophan-7-Halogenase PrnA. Dargestellt ist
die Reaktion der Halogenase unter Verwendung von Sauerstoff, Chlorid-Ionen und FADH2 (orange
hinterlegt). Dieses wird durch das zweite Enzym (blau hinterlegt) einer Flavin-Reduktase zur Verfügung
gestellt.
(Keller et al. 2000). Das benötigte Flavin kann auch durch direkte Zugabe des Co-Substrates
erfolgen. Alle bisher identifizierten Halogenasen haben eine ungefähre Größe von 550 Ami-
nosäuren (Wagner et al. 2009) und besitzen zwei sehr homologe Bereiche (van Pée und Zehner
2003). Am aminoterminalen Ende des Enzyms ist die Flavin-Bindestelle lokalisiert, welche
ein GXGXXG-Motiv besitzt (Wagner et al. 2009). Dieses Motiv ist sehr konserviert in dieser
Enzymgruppe (Kling et al. 2005). Eine weitere sehr konservierte Region, mit dem Motiv
WXWXIP befindet sich nahe des aktiven Zentrums (van Pée und Zehner 2003; Wagner et al.
2009). Dieses sogenannten Tryptophanmotiv verhindert vermutlich die Bindung von Sub-
straten nahe dem Flavin, wodurch eine mögliche Monooxygenase-Funktion der Halogenase
unterdrückt wird (Dong et al. 2004).
Im Gegensatz zu anderen halogenierenden Enzymen haben FADH2-abhängige Halo-
genasen eine hohe Substrat- und Regioselektivität. So konnten u. a. Seibold und Yeh für
zwei FADH2-abhängige Halogenasen (ThaI und RebH) die regioselektive Halogenierung
von Tryptophan nachweisen (Seibold et al. 2006; Yeh et al. 2005). Als Halogenidion bevor-
zugen die meisten Halogenasen Chlorid. Für einige Halogenasen konnte jedoch auch die
Halogenierungsreaktion mit Brom nachgewiesen werden. Beim Vorhandensein von Brom
halogeniert z. B. PyrH Tryptophan zu 5-Bromotryptophan (Zehner et al. 2005). Auch die
bereits genannten HalogenasenThaI und RebH können eine Halogenierungsreaktion mit
Brom vollziehen (Seibold et al. 2006; Yeh et al. 2005).
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1.3 Tryptophan
Tryptophan ist für Tiere und einige Eubakterien eine essenzielle Aminosäure. Diese sind
nicht in der Lage diese Aminosäure selbst zu synthetisieren undmüssen diese über pflanzliche
Nahrung oder mikrobielle Quellen aufnehmen (Crawford 1989).
Die Vorstufe von Tryptophan, die Chorisminsäure geht als Endprodukt aus dem Shikimi-
säure-Weg hervor (Ljung 2013). Eine allgemeine Übersicht über die Synthese von Tryptophan
ist Abbildung 1.2 zu entnehmen. Die Chorisminsäure stellt dabei den ersten wichtigen Synthe-
seschritt zur Herstellung von Tryptophan dar. Die weitere Synthese kann zur Anthranilsäure
erfolgen, es ist jedoch auch möglich, dass weitere aromatische Aminosäuren wie Phenylalanin
oder Tyrosin daraus abgeleitet werden.
Shikimisäure
Chorisminsäure
Anthranilsäure
5-Phosphoribosyl-Anthramalat
Endo-1-(o-carboxyphenylamin)-1-desoxyribulosephosphat
Indol-3-gylcerin-phosphat
Indol
N
H
NH2
O OH
L-Tryptophan
ASA1, ASA2
PAT1
PAI1, PAI2, PAI3
IGS
TSA1
TSB1
TSB2
Abbildung 1.2: Biosynthese von Tryptophan ausgehend von Chorisminsäure. Die an der Synthese
beteiligten Gene sind blau in kursiven Buchstaben dargestellt und codieren für die entsprechenden
Enzyme.
Die Enzyme für die Biosynthese von L-Tryptophan sind in Arabidopsis thaliana in den
Chloroplasten lokalisiert (Radwanski et al. 1995). Es wird vermutet, dass die beiden Gene
ASA1 und ASA2 am N-Terminus Sequenzen besitzen, welche es nicht in den entsprechenden
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Proteinen von Mikroben gibt Niyogi und Fink (1992). Sowohl deren Aminosäurezusam-
mensetzung als auch die Sekundärstruktur legt die Vermutung nahe, dass es sich dabei um
Chloroplasten-Transit-Peptide handelt (Niyogi und Fink 1992; Bohlmann et al. 1996).
Tryptophan hat viele verschiedene metabolische Funktionen innerhalb der Zelle (Cola-
broy und Begley 2005). Es wird nicht nur in Polypeptidketten von Enzymen und Proteinen
eingebaut, sondern ist die Vorstufe vieler verschiedener wichtiger Stoffwechselprodukte, Co-
Enzyme und Vitamine. Als Beispiele seien NAD (Magni et al. 1999) und Niacin (Tarr und
Arditti 1981) zu nennen. Für das menschliche Hormonsystem spielt Tryptophan eine wichtige
Rolle, da es über ein Zwischenprodukt zu Serotonin umgewandelt werden kann (Schaechter
und Wurtman 1990). In Arabidopsis thaliana ist Tryptophan die Vorstufe verschiedener
Abwehrstoffe, wie z. B. Camalexin (CAM) oder Indol-Glucosinolaten (Hansen und Halkier
2005; Normanly 2010). Auch das Pflanzenhormon, die Indol-3-Essigsäure leitet sich von
ebendieser Aminosäure ab.
Durch biotischen und abiotischen Stress kann die Regulation der an der Biosynthese der
Aminosäure beteiligten Gene in Pflanzen verändert werden (Tzin und Galili 2010). Durch
Verwundung (Devoto et al. 2005) oder Infiltration mit dem Pathogen Pseudomonas syringae
(Keith et al. 1991) kann die Expression eines der erstenGene in der Shikimatsynthese induziert
werden, was zu einer vermehrten Bildung von Tryptophan führt. Auch die Expression weiterer
Gene im Syntheseweg von Tryptophan kann bei Infektionen z. B. durch Botrytis cinerea
aufreguliert werden (Ferrari et al. 2007).
1.4 Auxine
Bei Auxinen handelt es sich um eine Gruppe von Pflanzenhormonen, welche verschiedene
physiologische Prozesse wie z. B. die Entwicklung und Differenzierung in Pflanzen beeinflus-
sen (Davies 2004). Neben Auxin gibt es noch vier weitere Pflanzenhormone, welche als die
„classical five“ bezeichnet werden (Kende und Zeevaart 1997). Zu diesen gehören neben den
Auxinen auch Cytokinine, Gibberelline, Abscisinsäure und Ethylen. In den letzten Jahren
wurden eine Reihe weiterer Substanzen identifiziert, welche ebenfalls das charakteristische
Wirkungsspektrum von Phytohormonen aufweisen. Hierzu gehören u. a. die Salicylsäu-
re, die Brassinosteroide und die Jasmonate. Die zuletzt entdeckte Substanzklasse sind die
Strigolactone. Eine bestimmte physiologische Antwort der Pflanze erfolgt meist durch ein Zu-
sammenspiel mehrerer Hormone miteinander (Davies 2004). Die Bildung dieser Substanzen
findet in fast allen Geweben der Pflanze statt (Went undThimann 1937).
Die Charakterisierung von Auxinen begann bereits indirekt mit ersten Experimenten
Charles Darwins. Durch einseitige Beleuchtung von Koleoptilen konnte dieser eine phototro-
pe Krümmungsantwort nachweisen. Er vermutete dabei die Beteiligung von regulatorischen
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Stoffen innerhalb der Pflanzen (Darwin 1880). Went (1926) isolierte diesen „Wuchsstoff“
und einige Jahre später wurde dieser als Auxin bezeichnet. Das am häufigsten vorkommende
und sehr gut untersuchte endogene Auxin ist die Indol-3-Essigsäure (IAA) (Ludwig-Müller
2011), welche oft als sogenanntes „Hauptauxin“ bezeichnet wird (Normanly 2010). Neben
IAA gibt es drei weitere natürlich vorkommende Auxine, welche bis dato identifiziert wurden:
Indol-3-Buttersäure (IBA) (Ludwig-Müller und Epstein 1991), 4-Chlorindol-3-Essigsäure
(Engvild 1995) und die Phenylessigsäure (Okamoto et al. 1967). Zusätzlich zu den natürli-
chen vorkommenden Auxinen gibt es noch eine Vielzahl anderer indolischer Verbindungen
mit Auxin-ähnlicher Aktivität (Ljung 2013). Als Beispiel sei z. B. die 1-Naphtylessigsäure
(NAA) zu nennen, welche die laterale Wurzelbildung, ähnlich der Wirkung von IAA, fördert
(Woodward und Bartel 2005).
Die Funktionen von Auxinen in der Entwicklung und Differenzierung sind vielschichtig.
So beeinflusst IAA z. B. die Seneszenz (Ellis et al. 2005) und fördert die Bildung und Auf-
rechterhaltung der Apikaldominanz (Woodward und Bartel 2005; Vanneste und Friml 2009).
Auf zellulärer Ebene kontrolliert IAA die Zellteilung sowie Zellstreckung und geht dabei
Wechselwirkungen mit anderen Phytohormonen ein (Swarup et al. 2002; Vanstraelen und
Benková 2012), indem es z. B. die Ethylen-Produktion induziert (Abeles et al. 1973).
Die endogene Konzentration von freier und somit aktiver IAA spielt eine wichtige Rolle
in allen Aspekten des pflanzlichen Wachstums und deren Entwicklung (Korasick et al. 2013).
Zu den Mechanismen zur Regulierung der Konzentration von IAA innerhalb der Zelle
zählen vor allem die Synthese, der Abbau und Transport sowie die Bildung und Hydrolyse
von Konjugaten. Die Komplexität des Zusammenspiels verschiedener Mechanismen zur
Aufrechterhaltung eines Gleichgewichtszustandes der endogenen Konzentration von IAA ist
in Abbildung 1.3 verdeutlicht.
Biosynthese
IAAAbbau
Ester-Konjugate
(IAA-Glc)
Speicherung
Transport
IAA-Ala
IAA-Leu
IAA-Asp
IAA-GluSpeicherung
Abbau
IAA-Amid-
Synthetasen
IAA-Amid-
Hydrolasen
Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der IAA-Homöostase. Dargestellt sind verschiedene
Möglichkeiten der Regulation der Menge an freier IAA innerhalb von Pflanzen. Veränderte Darstellung
nach Bajguz und Piotrowska 2009
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Die endogene IAA-Konzentration kann vor allem durch die de novo IAA-Synthese,
Hydrolyse von IAA-Konjugaten, Transport und die Umwandlung von IBA zu IAA erhöht
werden. Es werden dabei zwei generelle Wege der IAA-Synthese unterschieden. Der erste
Syntheseweg nutzt die Aminosäure Tryptophan als Vorstufe. Bei dem zweiten möglichen
Syntheseweg wird diese Aminosäure umgangen und die Tryptophan-Vorstufen Indol oder
Indol-3-glycerin-phosphat als Vorläufer verwendet (Normanly et al. 1993; Wright et al. 1991;
Cohen et al. 2003). Die Biosynthese von Auxinen erfolgt primär in teilungsaktiven und daher
jungen Geweben, wie z. B. Keimlingen, jungen Blättern und sich entwickelnden Früchten
(Ljung et al. 2001). Auch bei exogener Zugabe von inaktiven IAA-Vorstufen, wie z. B. Indol-3-
pyruvat oder Indol-3-acetaldoxim und IAA Speicher-Formen wie z. B. IBA oder Methyl-IAA
werden Auxin-Antworten in den Pflanzen erzeugt (Korasick et al. 2013). Es wird vermutet,
dass diese innerhalb der Pflanze zu biologisch aktiver IAA umgewandelt werden können
(Cohen et al. 2003). Die Mechanismen zur Reduktion aktiver IAA sind die Bildung von
Konjugaten, Transport aus dem Gewebe, der oxidative Katabolismus und die Umwandlung
von IAA zu IBA (Normanly et al. 1993). Dabei muss festgehalten werden, dass IBA teilweise
selbst als Auxin wirkt (Ludwig-Müller 2000).
1.4.1 Tryptophan-abhängige IAA-Synthese
Aufgrund der unterschiedlichen Intermediate lassen sich die folgenden Tryptophan-abhän-
gigen Synthesewege in Arabidopsis thaliana einteilen: Der Indol-3-acetaldoxim-Weg (IAOx),
der Indol-3-Acetamid-Weg (IAM), der Tryptamin-Weg (TAM) und der Indol-3-Pyruvat-
Weg (IPyA) (Sauer et al. 2013). In Abbildung 1.4 sind die verschiedenen Synthesewege mit
den entsprechenden Intermediaten und wichtigen, an der Synthese beteiligten Gene darge-
stellt. In dieser Abbildung wird deutlich, dass die Synthesewege stark miteinander vernetzt
sind. Die Regulation der jeweiligen Wege hängt von verschiedenen Faktoren ab. Auch ist
bis heute noch nicht eindeutig geklärt, ob alle beschriebenen Synthesewege in jeder Pflan-
zenart vorkommen (Mano und Nemoto 2012). Ferner wird in Pollmann et al. (2003) ein
Multienzymkomplex beschrieben, welcher in vitro Tryptophan zu IAA umsetzen kann.
Beim IAOx-Weg wandeln die Cytochrome P450 (CYP79B2 und CYP79B3) Tryptophan
zu IAOx um (Zhao et al. 2002). Von diesem Intermediat können verschiedene weitere Ver-
bindungen abgeleitet werden. So erfolgt z. B. in Brassicaceaen die Bildung von Abwehrstoffen
wie Indol-Glucosinolate (Fu und Wang 2011). Weiterhin erfolgt aus IAOx die Bildung von
Indol-3-Acetonitril (IAN). Dieses kann durch eine Gruppe von Nitrilasen (NIT1 und NIT2)
zu aktiver IAA umgewandelt werden (Normanly 1997). Des Weiteren ist aus IAN ebenfalls
die Bildung von Camalexin möglich (Glawischnig et al. 2004). Untermauert wird dieser
IAA-Syntheseweg durch Studien mit Pflanzen, welche in beiden beteiligten Cytochromen
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Abbildung 1.4:Dargestellt sind der Tryptophan-unabhängige sowie Tryptophan-abhängige IAA-
Synthesewege mit den entsprechenden Intermediaten. Die an der Synthese beteiligten Gene sind in
kursiven Zeichen dargestellt. Veränderte Darstellung nach Mano und Nemoto 2012
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Mutationen aufweisen. Bei diesen cyp79b2/cyp79b3-Doppelmutanten kommt es zu verkürz-
ten Hypokotylen, welche typisch für IAA-Mangelmutanten sind (Zhao et al. 2002). Es konnte
gezeigt werden, dass diese Pflanzen unter Hitzestress niedrigere IAA Konzentrationen auf-
weisen (Zhao et al. 2002). In diesen Mutanten können weder Indol-Glucosinolate (Zhao et al.
2002) noch Camalexin (Glawischnig et al. 2004) gebildet werden.
Neben diesem Syntheseweg zur Bildung von IAA zeigen Studien, dass IAOx weiterhin
eine Vorstufe von IAM sein kann, welches durch die Aktivität des Enzyms AMIDASE1 (Poll-
mann et al. 2003) ebenfalls zu IAA umgewandelt werden kann. Der IAM-Weg wurde lange
als bakterienspezifischer Bildungsweg vermutet (Mano und Nemoto 2012). In diesem setzt
eine Monooxygenase Tryptophan zu IAM um, welches anschließend durch eine Hydrolase
zu IAA hydrolysiert werden kann (Patten und Glick 1996). Heute wird vermutet, dass dieser
Syntheseweg auch in Pflanzen vorkommt. In vielen verschiedenen Pflanzenarten, wie z. B. in
Arabidopsis thaliana (Pollmann 2002) und Mais (Sugawara et al. 2009) konnte IAM nach-
gewiesen werden. In Rosettenblättern von Arabidopsis thaliana liegt die Konzentration von
IAM bei 130 pg g−1 Frischgewicht (Pollmann 2002). Allerdings kann bei diesen Studien eine
bakterielle Kontamination nicht ausgeschlossen werden.
Der Hauptweg der Tryptophan-abhängigen Synthese von IAA verläuft über den IPyA-
Weg (Zhao 2012), bei welchem alle beteiligten Enzyme identifiziert sind (Korasick et al.
2013). Die Synthese erfolgt in einem zweistufigen Prozess. In einem ersten Schritt wird
Tryptophan zu IPyA umgewandelt. Dies erfolgt über die Tryptophan-Aminotransferase
(TAA1) (Korasick et al. 2013). Im zweiten Schritt kodiert die Genfamilie YUCCA (YUC) für
eine Flavin-Monooxygenase welche IPyA zu IAA umwandelt (Won et al. 2011). InArabidopsis
thaliana besteht die YUCCA-Genfamilie aus zehn Isoformen (Woodward und Bartel 2005).
Die Lokalisation von TAA1 wird im Cytoplasma vermutet (Stepanova et al. 2008; Tao et al.
2008). Eine Mutation in diesem Enzym führt zu einer starken Reduktion an freier IAA (Mano
und Nemoto 2012), was die Bedeutung dieses Syntheseweges verdeutlicht. Im Gegensatz
dazu führt eine Überexpression von TAA1 nicht zu Phänotyp-Mutanten, welche eine erhöhte
IAA-Konzentration haben. Dies lässt darauf schließen, dass dieses Enzym kein limitierendes
Enzym in der IAA Synthese ist (Stepanova et al. 2008; Tao et al. 2008).
Beim vierten beschriebenen Syntheseweg wandelt das Enzym Tryptophan-Decarboxylase,
welches im Cytosol lokalisiert ist, Tryptophan zu TAM um (Mano und Nemoto 2012). TAM
ist dabei nicht nur eine mögliche Vorstufe von IAA, sondern auch von Indol-Alkaloiden und
Serotonin (Mano und Nemoto 2012). Für einige Pflanzenarten, wie z. B. Catharanthus roseus
(De Luca et al. 1989) und Reis (Ueno et al. 2003), konnte die Tryptophan-Decarboxylase
isoliert und charakterisiert werden. Eine Überexpression der isolierten Tryptophan-Decarb-
oxylase aus Catharanthus roseus führte an transgenen Tabak-Pflanzen zu einer Anhäufung
von TAM, nicht jedoch zu veränderten IAA-Konzentrationen (Songstad et al. 1990). Die
14 Einleitung
weiterführenden Enzyme, welche an der Umwandlung von TAM zu IAA beteiligt sind, sind
bis heute noch ungeklärt. Ein möglicher Weg erfolgt über N-hydroxyl-Tryptamin zu IAOx
und IAN, welches dann zu IAA umgewandelt werden kann (Zhao 2012).
1.4.2 Tryptophan-unabhängige IAA-Synthese
Der Biosyntheseweg der Tryptophan-unabhängigen IAA-Synthese ist weniger gut charak-
terisiert als die Tryptophan-abhängige Synthese. Die Kenntnisse stützen sich vor allem auf
Mutantenanalysen, welche in der Bildung von Tryptophan mutiert sind bzw. auf Fütte-
rungsversuche mit markierten IAA-Vorstufen (Wright et al. 1991; Normanly et al. 1993). So
lieferten vor allem Studien an tryptophanauxotrophen orp-Mutanten in Zea mays (Wright
et al. 1991) und Arabidopsis thaliana (Normanly et al. 1993) Hinweise auf die Synthese von
IAA ohne Beteiligung von Tryptophan. Bei diesen Pflanzen führt die Mutation zu stark redu-
zierten endogenen Tryptophan-Konzentrationen, jedoch nicht zu verhältnismäßig geringeren
IAA-Mengen (Chen et al. 1988).
Die biologische Relevanz diesesWeges ist jedoch noch nicht abschließend geklärt (Ouyang
et al. 2000).Wie im oberen Teil von Abbildung 1.4 zu erkennen ist, sind die Vorstufen von IAA
bei diesem Syntheseweg Indol-3-glycerin-phosphat oder Indol (Ouyang et al. 2000; Zhang
et al. 2008), welche Vorläufer von Tryptophan sind. Die an der Tryptophan-unabhängigen
Synthese von IAA beteiligten Gene sind allerdings noch nicht bekannt (Ljung et al. 2002).
1.4.3 IAA-Transport
Die Synthese von IAA erfolgt vor allem in teilungsaktiven und jungen Geweben (Ljung
et al. 2001). Der Transport von IAA vom Syntheseort zu entfernten Geweben ist für eine
normale pflanzliche Entwicklung von großer Bedeutung (Woodward und Bartel 2005). Zwei
unterschiedliche IAA-Transportwege sind bekannt und im Folgenden beschrieben.
Der erste Weg ist ein schneller Transport über lange Strecken vom jungen teilungsaktiven
Bildungsgewebe zu Orten des Verbrauchs (Vanneste und Friml 2009). Bei diesem nicht-
polaren, ungerichteten Weg wird IAA über das Phloem über ein „source-sink“ Verhältnis
transportiert (Friml 2003) und kann so passiv über die gesamte Pflanze verteilt werden
(Marchant et al. 2002). Die Transportformen von IAA sind dabei vor allem IAA-Ester mit
Myo-Inositol (Ludwig-Müller et al. 1996).
Beim zweiten Transportweg handelt es sich um einen polaren, ATP-abhängigen und
langsameren Weg, welcher vor allem für den Transport von IAA über kürzere Strecken
genutzt wird. Dieser erfolgt von Zelle zu Zelle mit einer Geschwindigkeit von 7mmh−1
bis 15mmh−1 (Goldsmith 1977) und kann auch entgegen des Konzentrationsgradienten
erfolgen (Schlicht 2008). Der polare Transport kann nur mit der aktiven und freien Form von
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Abbildung 1.5: Polarer IAA-Transport mit den beteiligten Influx- und Effluxcarrier. (Vieten et al. 2007)
IAA ablaufen (Ludwig-Müller 2011). Die aktive Aufnahme und Abgabe erfolgt dabei über
membrangebundene Efflux- und Influx-Carrier (Marchant et al. 1999). Eine Übersicht über
den polaren IAA-Transport gibt Abbildung 1.5. Bei IAA handelt es sich um eine schwache
organische Säure bestehend aus einem planaren Indol-Ring, gekoppelt an eine Seitenkette
mit einer terminalen Carboxyl-Gruppe (Ljung 2013). Die Carboxyl-Gruppe ist bei niedrigem
pH-Wert protoniert. Im leicht sauren Apoplasten liegt die IAA dabei sowohl ionisiert als
auch protoniert vor. Die protonierte Form (IAAH) kann über die Zellmembran in das Innere
der Zelle diffundieren (Gutknecht und Walter 1980). Die Aufnahme des IAA-Anion (IAA– )
erfolgt dagegen aktiv über Influx-Carrier (Marchant et al. 1999). Bei diesen spezifischen IAA-
Influxcarrier handelt es sich um AUX1 und LIKE AUX1(LAX)-Carrier (Swarup und Péret
2012). AUX1 kann sowohl symmetrisch als auch asymmetrisch an der Membran lokalisiert
sein (Swarup und Péret 2012).
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Im Cytosol kommt es aufgrund des höheren pH-Wertes zur Deprotonierung der über
Diffusion aufgenommenen IAAH zu IAA– (Schlicht 2008). Dieser erhöhte pH-Wert sorgt
dafür, dass im Cytosol die dissoziierte Form von IAA (IAA– ) dominiert. Diese kann die Plas-
mamembran nicht durch Diffusion passieren, sondern benötigt sogenannte IAA-Effluxcarrier,
um die Zelle zu verlassen. Bis jetzt sind zwei Familien von Effluxcarrier charakterisiert, die
PIN- und die ABCB-Familie (Zažímalová et al. 2010). Im Gegensatz zu AUX1 sind die
plasmamembranständigen PIN-Effluxcarrier asymmetrisch verteilt und liegen meist polar
an der Seite der Membran (Swarup et al. 2002). Diese polare subzelluläre Lokalisation der
PIN-Proteine ist entscheidend für die Richtung des polaren Auxintransportes (Vieten et al.
2007), was eine schnelle und flexible Umverteilung von IAA bei z. B. gravitroper Stimulation
ermöglicht (Wiśniewska et al. 2006).
Der polare Auxintransport kann durch verschiedene Verbindungen wie z. B. 2,3,5-Tri-
jodbenzoesäure oder 1-N-Naphthylphtalaminsäure gehemmt werden (Schlicht et al. 2006).
1.4.4 Bildung von IAA-Konjugaten
Die Bildung von Konjugaten ist eine wichtige Komponente des Mechanismus zur Regulation
von freier IAA innerhalb der Zellen (Bajguz und Piotrowska 2009). Nur die freie Form des
Hormons ist aktiv und kann physiologische Prozesse beeinflussen (Östin et al. 1998). Durch
reversible Konjugation kann sowohl die Konzentration als auch die biologische Aktivität von
IAA beeinflusst werden (Ostrowski et al. 2014).
In niedrigen Konzentrationen fördert IAA das Wachstum und die Entwicklung von
Pflanzen, während es in höheren Konzentrationen toxisch ist und wachstumshemmend
wirkt (Ludwig-Müller 2011; Bandurski et al. 1995). Die Konzentration von konjugierter IAA
innerhalb des pflanzlichen Gewebes ist deutlich höher als die Konzentration von freier IAA
(Bandurski et al. 1995). Die Menge an freier IAA wird dabei je nach Gewebe auf 1% (Park
et al. 2001) bis 25% (Ludwig-Müller 2011) geschätzt. ImWesentlichen erfolgt die Bildung
von Konjugaten über Ester- und Amidbindungen (Bandurski et al. 1995; Ludwig-Müller
2011). In Arabidopsis thaliana sind dabei rund 90% der Konjugate über Amidbindungen
konjugiert (Normanly et al. 1993).
Die vorrangige Konjugation von IAA über Amidbindungen erfolgt an Aminosäuren,
Peptide und Proteine (Bajguz und Piotrowska 2009). In Phaseolus vulgaris sowie Samen
von Arabidopsis thaliana ist der Hauptbestandteil der Amid-Konjugate an Peptide gebunden
(Bialek und Cohen 1986). Auch eine kovalente Bindung von IAA an Proteine konnte für
Phaseolus vulgaris nachgewiesen werden (Walz et al. 2002). Die Konjugation von IAA mittels
Amidbindungen erfolgt mit sogenannten IAA-Aminosäure-Konjugat-Synthetasen (Ludwig-
Müller 2011). Diese Synthethasen gehören zur Gruppe der GH3-Proteine (Gretchen Hagen)
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(Staswick et al. 2005). Die pflanzlichen GH3-Proteine zeigen geringe strukturelle Ähnlich-
keiten zu der „firefly luciferase“ Familie (Ostrowski et al. 2014). Bei einigen GH3-Proteinen
konnte nachgewiesen werden, dass diese die Konjugation an Hormone, wie z. B. IAA, IBA
oder Jasmonsäure katalysieren (Staswick et al. 2005). Je nachdem mit welcher Aminosäure
das Hormon konjugiert wird, hat dieses verschiedene Funktionen (Korasick et al. 2013) und
dient z. B. der Speicherung oder dem Abbau (Ostrowski et al. 2014). So können Konjugate
mit Amiden wie Alanin, Leucin und Phenylalanin durch Amido-Hydrolasen zurück in die
freie und damit aktive Form umgewandelt werden (Campanella et al. 2004; Woodward und
Bartel 2005; Ludwig-Müller 2011). Im Gegensatz dazu ist die Konjugation mit den Ami-
nosäuren Asparaginsäure und Glutaminsäure keine Speicherform der IAA (Staswick et al.
2005). Es wird vermutet, dass diese Konjugate Vorstufen für den Abbau sind (Bartel 1997;
Ludwig-Müller 2011). InArabidopsis thaliana liegt der Anteil der Konjugation an diese beiden
Aminosäuren bei rund 1% (Tam et al. 2000).
Neben den bereits beschriebenen Amidbindungen gibt es noch die Ester-Konjugate. Die
Konjugation erfolgt z. B. an Carboxylgruppen von Mono- und Polysacchariden sowie Cholin
(Bajguz und Piotrowska 2009) und zyklischen Verbindungen wie Inositol (Ljung et al. 2002).
Ester-Konjugate wurden in großen Mengen in Maiskörnern (Bandurski et al. 1995) und
anderen Samen nachgewiesen.
1.4.5 IAA-Katabolismus
Neben den beschriebenen Mechanismen zur Regulation von freier IAA, kann durch den
irreversiblen Abbau von IAA die Konzentration an aktivem Hormon reduziert werden. Der
IAA-Katabolismus wird dabei als oxidativer Prozess angesehen, bei welchem es durch Modi-
fikation der Seitenkette oder des Indolrings zum Verlust der Hormonaktivität kommt (Ljung
et al. 2002). Durch verschiedene Peroxidasen (IAA-Oxidasen) entstehen Abbauprodukte
wie z. B. Indol-3-Methanol (Sundberg et al. 1985), Indol-3-Aldehyd (Ernstsen und Sandberg
1986) oder auch Indol-3-Methyl-Oxindol (Östin et al. 1998). Ein Großteil dieser Verbindun-
gen liegen in Pflanzen allerdings nur in sehr geringen Konzentrationen vor (Bandurski et al.
1995), was die Vermutung nahelegt, dass dies nicht der bevorzugte Weg des Katabolismus ist.
Bestärkt wird dies durch Untersuchungen an transgenen Pflanzen, welche veränderte Peroxi-
daseaktivitäten aufweisen. Bei diesen Pflanzen konnten keine Unterschiede der endogenen
IAA-Konzentration festgestellt werden (Lagrimini 1991).
In Untersuchungenwurdenweitere, nicht decarboxylierendeWege identifiziert. So ist z. B.
der oxidative Abbau von IAA zu Oxindol-3-Essigsäure mit anschließender Glykolysierung
ein möglicher Weg (Reinecke und Bandurski 1983). Wie bereits beschrieben, kann auch die
Bildung bestimmter Konjugate als Abbau verstanden werden. Bei IAA-Asp erfolgt z. B. nach
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Konjugation die Oxidation zu Oxindol-3-Acetylaspartat, welches weiter oxidiert werden kann
oder zu Oxindol-3-Essigsäure hydrolysiert wird (Tuominen et al. 1994).
1.5 4-Chlorindol-3-Essigsäure
Das einzige bisher identifizierte chlorierte Auxin in Pflanzen ist die 4-Chlorindol-3-Essigsäure
(4-Cl-IAA). Zuerst gelang der Nachweis dieses natürlichen Auxins in keimenden Samen
von Pisum sativum (Gandar und Nitsch 1967; Marumo et al. 1968), indem der Methyl-Ester
der 4-Cl-IAA nachgewiesen wurde. Erst später wurde die freie Säure gefunden (Marumo
et al. 1986; Schneider et al. 1985). Seitdem gelang der Nachweis auch in anderen Pflanzen,
vor allem Fabacean (Engvild 1975; Hofinger und Böttger 1979; Katayama et al. 1987) und
Pinus sylvestris (Reinecke 1999). In Erbsen gelang der Nachweis in sich entwickelnden Samen
(Marumo et al. 1986), oberirdischen Pflanzenteilen und Wurzeln, sowie Keimblättern von
drei Tage alten etiolierten Keimlingen (Schneider et al. 1985) und Früchten (Magnus et al.
1997).
Über das Vorkommen und die endogene Konzentration von 4-Cl-IAA in Pflanzen gibt
es unterschiedliche Untersuchungen. Allgemein gilt, dass Cl-IAA nur in Samen zu finden
ist (Katayama et al. 1988). Dies steht im Widerspruch zu Ergebnissen von Pless et al. (1984),
welche in voll entwickelten Blättern von Saubohnen hohe Konzentrationen (16 000 ng g−1
Frischgewicht) von 4-Cl-IAA ermittelt haben. In neueren Studien konnten in jungen Blättern
der Saubohne zwar nur sehr geringe Konzentrationen von 4-Cl-IAA (3 ng g−1 Frischgewicht)
nachgewiesen werden, allerdings ist ein Vergleich zwischen jungen und alten Blättern nicht
direkt möglich. Die Konzentration von 4-Cl-IAA in jungen und reifen Samen der Bohnen
liegt bei 886 ng g−1 bzw. 90 ng g−1 Frischgewicht (Lam et al. 2015).
Eine Reihe chlorierter Indole, darunter auch 4-Cl-IAA, wurden auf ihre Auxin-Aktivität
hin untersucht (Böttger et al. 1978; Katekar und Geissler 1982). Es zeigte sich dabei, dass 4-
Cl-IAA eines der aktivsten Auxine ist. Es stimuliert u. a. das Perikarp-Wachstum in Erbse, die
Bildung von Wurzeln (Reinecke 1999) sowie die Verlängerung von Maiskoleoptilen (Rescher
et al. 1996). Die Konzentrationen die von 4-Cl-IAA im Vergleich zu IAA benötigt wird, ist
dabei zehnfach geringer, um dennoch die gleichen Effekte zu erzielen (Karcz und Burdach
2002). Ein Grund dafür könnte die erhöhte chemische Stabilität der chlorierten Verbindung
sein (Marumo et al. 1973). In der Erbse wird vermutet, dass das 4-Cl-IAA von den jungen
Samen in den Hülsen transportiert wird, wo diese anschließend für deren Verlängerung sorgt
(Reinecke 1999). Des Weiteren zeigen mehrere Studien eine enge Verbindung von 4-Cl-IAA
zu anderen Hormonen. So stimuliert 4-Cl-IAA z. B. bestimmte Gene in der Gibberellin-
Synthese, was zu einer Anhäufung des Hormons führt. Auf der anderen Seite reprimiert
1.6 Camalexin 19
das chlorierte Auxin Gene für den Gibberellin-Katabolismus (Ozga et al. 2009). 4-Cl-IAA
stimuliert ebenfalls die Synthese von Ethylen (Johnstone et al. 2005).
Auch bei Untersuchungen mit verschiedenen dichlorierten Auxinen (5, 6-Cl-IAA und
5, 6-Cl2-IAA) zeigten sich ebenfalls starke IAA Aktivitäten (Böttger et al. 1978; Barr et al.
1991; Reinecke et al. 1995). Die getesteten Substanzen gelten dabei als sogenannte Anti-
Auxine (Böttger et al. 1978; Hatano et al. 1987; Lüthen und Böttger 1988). In einigen Studien
wird 4-Cl-IAA den Erbsen sogar als eine Art Seneszens-Faktor beschrieben (Engvild 1996).
Diese Untersuchungen zeigen das große Potential des natürlich vorkommenden Hormons,
jedoch ist über die Synthese von 4-Cl-IAA in den Pflanzen wenig bekannt. Wie bereits in
Abschnitt 1.2 beschrieben, gibt es in Bakterien und Pilzen eine Reihe von halogenierenden
Enzymen, bei denen sowohl die Substrate als auch deren Stoffwechselprodukte bekannt sind.
Im Genom von Angiospermen konnten bisher lediglich eine Haloperoxidasen beschrieben
werden (Lam et al. 2015). Bei dieser Gruppe von Enzymen handelt es sich jedoch um eine
Klasse mit niedriger Substratspezifität und Regioselektivität (van Pée 1996). In Studien mit
Erbsen konnte gezeigt werden, dass sich 4-Cl-IAA von der chlorierten Aminosäure 4-Cl-
Tryptophan ableitet (Tivendale et al. 2014). Auch in anderen PflanzenwieMedicago truncatula
und Trifolium repens konnte ebenfalls chloriertes Tryptophan beschrieben werden (Lam et al.
2015). Über die an der Synthese von Cl-Tryptophan beteiligten Enzyme ist allerdings wenig
bekannt. So konnte bisher noch keine Vorstufe von Tryptophan chloriert nachgewiesen
werden (Lam et al. 2015). Aus diesem Grund gibt es bis heute keine Mutanten-Studien zur
Synthese von Cl-Tryptophan in Pflanzen.
Ausgehend vom Cl-Tryptophan ist die Biosynthese von 4-Cl-IAA in Erbsen postuliert. So
konnten drei TAA1-Homologe (siehe hierzu auch Abbildung 1.4) isoliert werden (PsTAR1-
3), welche an der Bildung von 4-Cl-IAA beteiligt sind. Der Nachweis, dass rekombinantes
PsTAR1 und PsTAR2 nicht nur an der Umwandlung von Tryptophan zu IPyA, sondern
auch an der Bildung von 4-Cl-Tryptophan zu 4-Chlorindol-3-Pyruvat beteiligt sind erfolgte
ebenfalls (Tivendale et al. 2014). Weiterhin ist durch tar2-Mutantenanalysen bekannt, dass
diese zu einer stark reduzierten 4-Cl-IAA-Konzentration in reifen Samen von Erbsen führen
(Tivendale et al. 2014).
1.6 Camalexin
Wenn Pflanzen durch Pathogene angegriffen werden, reagieren diese schnell durch die Bio-
synthese bestimmter Stoffe, sogenannter Phytoalexine auf diesen Befall (Glawischnig 2007).
Phytoalexine sind niedermolekulare, antibakterielle und antifungale Stoffe, welche von Pflan-
zen nach einer Infektion durch Pathogene oder Stress gebildet werden (Müller und Börger
1940). Diese Abwehrstoffe haben eine große strukturelle Diversität und kommen oftmals nur
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in einer kleinen Gruppe von Pflanzenarten vor (Glawischnig 2007). So wird in Arabidopsis
thaliana als einziges Phytoalexin Camalexin (3-(1,3-Thiazol-2-yl)-1H-indol) synthetisiert
(Tsuji et al. 1992), welches als erstes aus Camelina sativa isoliert wurde (Browne et al. 1991).
Bei Camalexin handelt es sich um eine von der Aminosäure Tryptophan abgeleitete Verbin-
dung. Wie aus Abbildung 1.4 deutlich wird, führt ausgehend vom Tryptophan die Bildung
über den IAOx-Weg zu Camalexin.
In zahlreichen Studien konnten Zusammenhänge der Phytoalexinproduktion und der
Resistenz gegen bestimmte Pathogene ermittelt werden (Conn et al. 1988; Long et al. 1985;
Stein und Blaich 1985). Dabei wurde in verschiedenen Pflanze-Pathogen-Interaktionen nach
Infektionen mit avirulenten Isolaten der Pathogene eine Anhäufung von Phytoalexinen be-
obachtet, nicht jedoch bei der Infektion mit den virulenten Isolaten (Darvill und Albersheim
1984; Essenberg et al. 1992; Hargreaves und Bailey 1978; Smith 1982). Der Nachweis mit
virulenten Erregern gelang z. B. bei der Infektion von Bohnenblättern mit Sclerotinia sclero-
tiorum (Smith und Banks 1986) oder bei der Infektion von Arabidopsis thalianamit Botrytis
cinerea (Ferrari et al. 2007). Tsuji et al. (1992) konnten nach einer Infektion mit dem aviru-
lenten Stamm von Pseudomonas syringae pv. syringae zeigen, dass Arabidopsis thaliana große
Mengen Camalexin synthetisiert und akkumuliert. Sie fanden dabei heraus, dass Camalexin
nicht nur gegen Pseudomonas syringae sondern auch Cladosporium cucumerinum toxisch ist.
Auch einen inhibierenden Effekt auf die Keimfähigkeit von Alternaria brassicicola-Konidien
konnte durch diese Substanz gezeigt werden (Browne et al. 1991). Durch eine Mutation im
Biosyntheseweg (PAD3) zeigen Arabidopsis thaliana Pflanzen hingegen eine höhere Anfällig-
keit gegenüber Alternaria brassicicola (Thomma et al. 1999). Diese Mutation führt jedoch
bei anderen Pathogenen zu keiner veränderten Anfälligkeit (Glazebrook et al. 1997). Ob
die Phytoalexine eine direkte toxische Wirkung auf die Pathogene haben oder durch diese
Substanzen eine Abwehrkaskade in den Pflanzen aktiviert wird, ist bis heute noch nicht
abschließend geklärt (Jeandet et al. 2013). Bei in vitro Studien mit hohen Konzentrationen
verschiedener Phytoalexine konnte gezeigt werden, dass diese direkt die Zellwände von Pil-
zen und Bakterien zerstören können (Rogers et al. 1996). Neben vielen positiven Aspekten
gibt es jedoch auch einige Studien, in denen gezeigt werden konnte, dass viele Phytoalexine
auch phytotoxische Effekte besitzen. So inhibiert Rhishitin, ein Phytoalexine aus Tomate,
die Keimung von Staubblättern und lysiert verschiedene Protoplasten (Smith 1982). Auch
in Versuchen mit Zellkulturen von Arabidopsis thaliana konnte nachgewiesen werden, dass
Konzentrationen von 100 µgml−1 zum Absterben der Zellen führen (Rogers et al. 1996).
2 Material
In diesem Abschnitt wird eine Übersicht über die während der Bearbeitung dieser Arbeit
verwendeten Materialien gegeben. Aufgrund der Übersichtlichkeit wird im Folgenden nur
auf besondere Materialien näher eingegangen.
2.1 Geräte
In der nachfolgenden Tabelle ist eine Übersicht über in dieser Arbeit verwendeten speziellen
Geräte aufgelistet. Auf Geräte, welche zum üblichen Laborstandard gehören, wird nicht näher
eingegangen.
Tabelle 2.1: Spezielle verwendete Geräte mit entsprechender Gerätebezeichnung und Hersteller
Gerätename Gerätebezeichnung Hersteller
Datenverarbeitung LC-NetII/ADC
HPLC System JASCO
2-Pumpensystem PU-2080 Plus
Autosampler AS-1550 Intelligent Sampler
Fluoreszenzdetektor FP 2020 Plus
UV-Detektor MD-915 Multiwavelength Detector
Realtime PCR qTower 2.2 Jena Analytik
Spectrophotometer Nanodrop ND-1000 PeqLab
Multivapor™ P6/P-12 Büchi
Vakuumpumpe VCZ 224 ILMVAC
PCR-Thermoblock Mastercycler® ep gradient S Eppendorf
Elektroporationsgerät EasyJecT® Optima Elektroporator EQUIBIO
Western Blot Apparatur
Trans-Blot SD semi-dry transfer cell System Bio-Rad Laboratories GmbH
Pierce™ Power Blotter Thermo Fisher
Lichtschrank MLR 350 SANYO
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2.2 Feinchemikalien
In diesem Abschnitt werden Chemikalien genannt, welche nicht zu den Standardchemikalien
gehören. Alle hier nicht aufgeführten Chemikalien werden von den Firmen AppliChem
GmbH, Diagonal GmbH & Co. KG, Duchefa Biochemie, Merck KGaA, Carl Roth GmbH &
Co. KG und Sigma-Aldrich Chemie GmbH bezogen.
Tabelle 2.2: Spezielle verwendete Chemikalien mit Abkürzung und Hersteller
Name Chemikalie Abkürzung Hersteller
4-Chlorindol-3-Essigsäure 4-Cl-IAA
Biosynth AG
5-Chlorindol-3-Essigsäure 5-Cl-IAA
6-Chlorindol-3-Essigsäure 6-Cl-IAA
Fluorochem
7-Chlorindol-3-Essigsäure 7-Cl-IAA
4-Chlor-Tryptophan 4-Cl-Trp MATEK
5-Chlor-Tryptophan 5-Cl-Trp
Biosynth AG
6-Chlor-Tryptophan 6-Cl-Trp
7-Chlor-Tryptophan 7-Cl-Trp Professur für Allgemeine
Biochemie, TU Dresden
Agarose Ultra Pure — Thermo Fisher Scientific
Coomassie Brilliant Blue G250 — Merck
Coomassie Brilliant Blue R250 — Merck
D/L-Tryptophan D/L-Trp
Roth
L-Tryptophan L-Trp
Ethidiumbromid —
Indol-3-Essigsäure IAA
Kartoffel-Dextrose-Agar PDA
Magermilchpulver — Frema Reform
Murashige-Skoog-Basalmedium
mit Vitaminen
MS Duchefa
Ni-NTA His•Bind®
Superflow™Resin
Nickel-NTA-Matrix Merck
Phyto-Agar — Duchefa
2.3 Verbrauchsmaterialien
Es werden in Tabelle 2.3 spezielle Verbrauchsmaterialien genannt. Dabei wird auf die Ver-
wendung, die spezielle Materialbezeichnung sowie den Hersteller eingegangen.
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Tabelle 2.3: Liste der speziellen verwendeten Verbrauchsmaterialien mit Materialbezeichnung, sowie
Hersteller.
Material / Verwendung Materialbezeichnung Firma
Acrylglas PLEXIGLAS® GS allround, gelb 1C33
GT
Evonik Industries
Acrylglas Perspex® Fluorescent 2T51, helios
yellow
Lucite International
Chromatographiesäule für HPLC Eurospher C18 KNAUER
CDP-Star fürWestern Blot Alkalische Phosphatase Substrat GE Healthcare
Entwicklerlösung fürWestern Blot SW Papierentwickler TETENAL
Fixierlösung fürWestern Blot Schnellfixierer TETENAL
Gel-Blot Papiere fürWestern Blot Whatman Papier Schleicher und Schuell
Verschlussfolie Parafilm Brand
PVDF-Membran fürWestern Blot Roti®-PVDF Carl Roth
Röntgenfilme fürWestern Blot Amersham Hyperfilm ECL™ GE Healthcare
Säulenmaterial zur Extraktion von
Tryptophan
DOWEX® 1X8 Serva
Sterile Anzucht von Pflanzenmaterial Kunststoff-Rechteckbecher 250ml Wächter & Co.
2.4 Molekulargewichtstandards
Es werden die folgenden Molekulargewichtstandards der Firma Thermo Fisher Scientific
verwendet.
GeneRuler 100 bp DNA Ladder
GeneRuler 1kb DNA Ladder
PageRuler™ Unstained Protein Ladder
PageRuler™ Prestained Protein Ladder
2.5 Enzyme und Antikörper
Nachfolgend sind alle verwendeten Antikörper und Enzyme aufgeführt. Es werden dabei
auch Enzyme aufgelistet, welche in Kits enthalten sind.
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Tabelle 2.4: Verwendete Enzyme und Antikörper
Name Hersteller
DreamTaq™ DNA Polymerase
Thermo Fisher Scientific
Goat Anti-Mouse IgG
6×His Monoclonale Antikörper
KspAI (HpaI)
Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit
M-MLV-Reverse Transcriptase
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase
XhoI
His•Tag® Monoclonale Antikörper Merck
2.6 Antibiotika
Die in den einzelnen Versuchen dieser Arbeit verwendeten Antibiotika sind in Tabelle 2.5
zusammengefasst.
Tabelle 2.5: Verwendete Antibiotika
Antibiotika Stocklösung Arbeitskonzentration Anwendungsbereich
Chloramphenicol 34mgml−1 25 µgml−1 Selektionsmarker für Gateway-Plasmide
Kanamycin 100mgml−1 50 µgml−1 Selektionsmarker für Gateway-Plasmide,
sowie Nachweis positiver pENTRY- und
pDEST-Plasmide
Gentamycin 100mgml−1 10 µgml−1 Vermehrung von Agrobacterium
tumefaciens GV3101
Rifampicin 100mgml−1 100 µgml−1 Vermehrung von Agrobacterium
tumefaciens GV3101
Hygromycin B 50mgml−1 50 µgml−1 Selektionsmarker für pDEST-Plasmide in
Pflanzen
2.7 Plasmide
Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind nachfolgend zusammengefasst. Alle Plasmide
wurden für die Klonierung mit dem Gateway-System der Firma LifeTechnologies verwen-
det. Die Vektorkarte für den pDONR221 ist Abschnitt 3.7.2 zu entnehmen. Der Zielvektor
pMDC32, welcher für die Transformation von Pflanzen verwendet wird, ist von Curtis und
Grossniklaus (2003) erstellt wurden. Die Vektorkarte befindet sich Abschnitt 3.7.3.
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Tabelle 2.6: Verwendete Plasmide
Name Plasmid Verwendung Selektionsmarker,
Besonderheiten
pDONR221 Klonierung, Erzeugung der
pENTRY-Plaside
Kanamycin für die Selektion der
positiven transformierten Zellen
pMDC32 Klonierung, Erzeugung der
Zielvektoren für
Pflanzentransformation
Kanamycin für die Selektion der
positiven transformierten Zellen,
Hygromycin-Resistenz für
spätere Selektion transgener
Arabidopsis thaliana Pflanzen,
2×35S-Promotor
2.8 Pilze
Für verschiedene Tests im Rahmen dieser Arbeit werden die folgenden Pilze verwendet. Die
optimalen Wachstumsbedingungen sind der Tabelle zu entnehmen.
Tabelle 2.7: Verwendete Pilze
Name Pilz Verwendung Wachstumsbedingungen,
Besonderheiten
Alternaria brassicicola Blattinfektionstests, Wachstumstests
auf verschiedenen Indolplatten
PDA, 28 ◦C
Botrytis cinerea Blattinfektionstests, Wachstumstests
auf verschiedenen Indolplatten
PDA, 28 ◦C
Fusarium culmorum Wachstumstests auf verschiedenen
Indolplatten
PDA, 28 ◦C
Fusarium graminearum Wachstumstests auf verschiedenen
Indolplatten
PDA, 28 ◦C
2.9 Bakterienstämme
In der nachfolgenden Tabelle 2.8 sind alle verwendeten Bakterienstämme näher beschrieben.
Es sind die jeweiligen Organismen, deren Genotyp und Besonderheiten aufgeführt.
2.10 Pflanzenmaterial
Für alle Untersuchungen wird als Referenz derArabidopsis thaliana (L.) Heynh.Wildtyp Col-
O (Ökotyp Columbia) verwendet. Ferner wurde dieser Ökotyp für die Pflanzentransformation
mit Agrobacterium tumefaciens genutzt. Die daraus resultierenden transgenen Arabidopsis
thaliana Linien sind in Tabelle 2.9 genauer erläutert. Alle sind mit dem pMDC32 erstellt
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Tabelle 2.8: Verwendete Bakterienstämme
Stamm Genotyp Verwendung,
Besonderheiten
Anzuchtbedingun-
gen
Escherichia coli DB3.1™ F− gyrA462 endA1
glnV44∆(sr1-recA)
mcrB mrr hsdS20(rB-,
mB-) ara14 galK2 lacY1
proA2 rpsL20(Smr) xyl5
∆leu mtl1
Vermehrung Plasmide,
Klonierung
37 ◦C, LB-Medium
Escherichia coli DH5α F− ϕ80lacZ∆M15
∆(lacZYA-argF) U169
recA1 endA1 hsdR17
(rk−, mk+) phoA
supE44 λ− thi-1
gyrA96 relA1
Lifetech, Klonierung 37 ◦C, LB-Medium
Escherichia coli Stbl2™ F− mcrA
∆(mcrBC-hsdRMS-mrr)
recA1 endA1 lon
gyrA96 thi supE44 relA1
λ− ∆(lac-proAB)
Lifetech, Klonierung 30 ◦C, LB-Medium
Agrobacterium tumefaci-
ens GV3101
C58-C1 Rif™ Gen™ Pflanzentransformati-
on, Holsters et al.
1980
28 ◦C, YEB-Medium
Pseudomonas syringae
pv. tomato DC3000
IPB Halle,
Blattinokulationstests
30 ◦C, YEB-Medium
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(siehe Abschnitt 3.7.3) und besitzen N-Terminal einen Strep-Tag, sowie C-Terminal einen
6×His-Tag. Als Promotor dient ein konstitutiver 35S-Promotor aus dem Cauliflower Mosaic
Virus, welcher zu jedem Zeitpunkt der pflanzlichen Entwicklung eine Überexpression der zu
untersuchenden Gene in der gesamten Pflanze ermöglicht.
Tabelle 2.9: Auflistung und Nomenklatur der transgenen Arabidopsis thaliana-Pflanzen
Benennung der Linie in
vorliegender Arbeit
Verwendetes Konstrukt Funktion in der transgenen Pflanze
AtpyrH OX pMDC32+35S::PyrH Expression der bakteriellen Tryptophan-5-
Halogenase PyrH in Arabidopsis thaliana
AtpyrHopt OX pMDC32+35S::PyrHopt Expression der optimierten Tryptophan-5-
Halogenase PyrHopt in Arabidopsis thaliana
AtthiH OX pMDC32+35S::ThiH Expression der bakteriellen Tryptophan-6-
Halogenase ThiH in Arabidopsis thaliana
AtthiHopt OX pMDC32+35S::ThiHopt Expression der optimierten Tryptophan-6-
Halogenase ThiHopt in Arabidopsis thaliana
AtprnA OX pMDC32+35S::PrnA Expression der bakteriellen Tryptophan-7-
Halogenase PrnA in Arabidopsis thaliana
AtprnAopt OX pMDC32+35S::PrnAopt Expression der optimierten Tryptophan-7-
Halogenase PrnAopt in Arabidopsis thaliana
2.11 Oligonukleotide
In Tabelle 2.10 sind die verwendeten Oligonukleotide beschrieben, welche für die Klonie-
rung und Sequenzierung genutzt wurden. Des Weiteren sind die für die Expressionsanalysen
genutzten Oligonukleotide aufgelistet. Die optimalen Annealingtemperaturen sind experi-
mentell ermittelt und nur für spezielle Primerkombinationen in den nachfolgenden Tabellen
dargestellt. In allen anderen Fällen liegt die optimale Temperatur bei 58 ◦C. Die Synthese der
Oligonukleotide erfolgte durch die Firma Eurofins.
Alle weiteren verwendeten Oligonukleotide sind in den nachfolgenden Tabellen aufgrund
der Übersichtlichkeit getrennt für die jeweiligen Halogenasen aufgeführt.
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Tabelle 2.10: Primer für verwendeten Vektoren sowie Referenzgene für Expressionsanalysen
Bezeichnung Primer Sequenz Verwendung, Besonderheiten
Hygromycin-for GAGGGCGAAGAATCTCGTGC Nachweis Resistenz in pENTR- und
pDEST-Plasmiden sowie Arabidopsis
thaliana, Expressionsanalyse
Hygromycin-rev CTTCTACACAGCCATCGGTCC
pENTR-Trp6-fw GTTTTCCCAGTCACGACGTT
35S-fw TCAACATGGTGGAGCACGAC
Nachweis des 2× 35S-Promotors
35S-rv ATAGAGGAAGGGTCTTGCGAAGG
RB TAAACGCTCTTTTCTCTTAGGTTTAC Nachweis Integration t-DNA Insertion
im pDEST-Plasmid und Arabidopsis
thalianaLB TGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACA
YLS8 for-genom AAGAGCGTCTCGTCGTCATT Referenzgen für semiquantitative
ExpressionsanalysenYLS8rev CGGCTTCCAAATTTCATTTC
qYLS-3-f TTACTGTTTCGGTTGTTCTTCATTT
Referenzgen qPCR
qYLS-3-r CACTGAATCATGTTCGAAGCAAGT
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Tabelle 2.11:Oligonukleotide für Tryptophan-5-Halogenase AtpyrH
Bezeichnung Primer Sequenz Verwendung, Besonderheiten
Trp5-H-fw ATGTATCCGATCTGTGGTGATCGTGG Amplifikation der Gesamtlänge des
Gens , Nachweis der GenexpressionTrp5-H-rev TCATTGGTATGCTGGCGAGGTACTCG
AW-Sr-Trp5-fw ATGTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAA
AATCCGATCTGTGGTGA Amplifikation der PCR-Produkte mit
TagsAW-Sr-Trp5-rv TCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTTGGAT
GCTGGCGAGG
Trp-5-attB-fw GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAG
GCTCCATGTGGAGCCACCCGCAGTTC
G
Amplifikation der PCR-Produkte mit
att-sites zur Erstellung des
pENTRY-Plasmides
Trp-5-attB-rv GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTG
GGTCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTT
GG
Trp-5-attB-fw2 AGGCTCCATGTGGAGCCACCCGCAGT
TCGAAAAAATCCG
Trp-5-attB-rv2 TGGGTCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGT
GTTGGATGCTGG
Trp5-Sequ-1 GTTACGTCGATGCGGTCGTC
Sequenzierung
Trp5-Sequ-2 TGAACCTCGGTCTCGGCATC
Trp5-Sequ3 GTACGCCTACCACTTCGACG
Trp5-H-Sequ4 GCACTGGGTTAGCCGTACTT
Trp5-H-Sequ5 TAGGTCTCGAAGCCGTGGTA
qTrp5-fw CTCGTCCTCCACTACAAGGG qPCR-Analysen für AtpyrH und
AtpyrHoptqTrp5-rv GAATAGGTCTCGAAGCCGTG
Tabelle 2.12:Oligonukleotide für Tryptophan-5-Halogenase optimiert AtpyrHopt
Bezeichnung Primer Sequenz Verwendung, Besonderheiten
Trp5O-fw ATGAGAGGGAATGGCTTCCT
Amplifikation Halogenase,
Sequenzierungen, Nachweis der
Genexpression
Trp5O-rv GATTCCGAGTCCAAGGTTCA
Trp5O-Sequ1 GGTGATCTCTTCGTTGATTGC
Trp5O-Sequ2 TCTATGAGTGAGGTAGCAAGC
Trp5O-Sequ3 TTCATCCAGCACGCTATCGAG
Trp5O-Sequ4 CTTCTATCTCCCACAGCGAGC
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Tabelle 2.13:Oligonukleotide für Tryptophan-6-Halogenase AtthiH
Bezeichnung Primer Sequenz Verwendung, Besonderheiten
AW-SA-Trp6H-fw ATGTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAA
AGACAATCGAATCAAGA Amplifikation PCR-Produkte mit Tags,
Nachweis der GenexpressionAW-SA-Trp6H-rv TCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCGACG
CACCGTGCAAC
Trp6-att-fw GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAG
GCTCCATGTGGAGCCACCCGCAGTTC
G Amplifikation der PCR-Produkte mit
att-sitesTrp6-att-rv GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTG
GGTCTCAGTGGTGGTGGTGGTGG
Trp-6-Sequ-1 GTTCTTCGACTACCTCGGCATCC
SequenzierungTrp-6-Sequ-2 ACGGCAGCTACTACTGCAT
pENTR-Trp6-Sequ3 GAGACCGACGAGAACTTCGAC
qTrp6/6O-fw TCCAGGCGCACTACTACTTC qPCR-Analysen für AtthiH und
AtthiHoptqTrp6/6O-rv AGTAGTAGCTGCCGTTGGTC
Tabelle 2.14:Oligonukleotide für Tryptophan-6-Halogenase optimiert AtthiHopt
Bezeichnung Primer Sequenz Verwendung, Besonderheiten
Trp6O-fw CCCTGAAGAGGAATGGATGA
Amplifikation Halogenase,
Sequenzierungen, Nachweis der
Genexpression
Trp6O-rv TCACATCAGCGAACAAAAGC
Trp6O-Sequ1 CAGTCTCACCCTGAAGTCTC
Trp6O-Sequ2 CCAAGCATAGGGATCTTCCA
Trp6O-Sequ3 GGGAAGAAACAGAAGGGCTTG
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Tabelle 2.15:Oligonukleotide für Tryptophan-7-Halogenase AtprnA
Bezeichnung Primer Sequenz Verwendung, Besonderheiten
AW-Pf-Trp7H-fw ATGTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAA
AAACAAGCCAATCAAGA Amplifikation PCR-Produkte mit Tags,
Nachweis der GenexpressionAW-Pf-Trp7H-rev CTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTGGC
GTTCCTGCGCC
Trp7H-att-fw GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAG
GCTCCATGTGGAGCCACCCGCAG Amplifikation der PCR-Produkte mit
att-sitesTrp7H-att-rv GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTG
GGTCCTAGTGGTGGTGGTGGTGG
Trp7-Sequ-1 CGAGGAAGTCGAAGAACACC
SequenzierungTrp7-Sequ-2 GACCGGAGTCGATCCAGAAG
Trp7-H-Sequ-3 ACAAGCCAATCAAGAATATCGTCA
Trp7-H-Sequ-4 CTACTGGCGTTCCTGCG
qTrp7/7O-fw AGCAGCTCAACCAGATCAAC qPCR-Analysen für AtprnA und
AtprnAoptqTrp7/7O-rv CGTAGTCGAAGGTCTCGTAG
Tabelle 2.16:Oligonukleotide für Tryptophan-7-Halogenase optimiert AtprnAopt
Bezeichnung Primer Sequenz Verwendung, Besonderheiten
Trp7O-fw CCAGCAGCAGGTTAACATCA
Amplifikation Halogenase,
Sequenzierungen, Nachweis der
Genexpression
Trp7O-rv TCTGAGCCTCTCAGCCTCTC
Trp7O-Sequ1 TCAGGAGACTTCCTCCAATTC
Trp7O-Sequ2 TCCAGGTCCATCCAGAGTTC
Trp7O-Sequ3 TCAATCGGACTCTCTTCATGC

3 Methoden
Die in der Arbeit durchgeführten Versuche und deren genaue Vorgehensweise werden im
Folgenden näher beschrieben. Eine Auflistung speziell verwendeter Geräte ist Tabelle 2.1 und
der verwendeten Chemikalien Tabelle 2.2 zu entnehmen.
3.1 Anzucht von biologischemMaterial
Für die verschiedenen Untersuchungen werden je nach geplantem Versuch unterschiedlich
angezogenes Pflanzenmaterial sowie steril angezogene Mikroorganismen benötigt. Die ge-
nauen Bedingungen der Anzucht von Pflanzen, Pilzen und Bakterien sind im Folgenden
näher beschrieben.
3.1.1 Sterile Kultivierung von Arabidopsis thaliana
Die sterile Kultivierung von Arabidopsis thaliana erfolgt in flüssigem oder auf festem Mura-
shige-Skoog-Medium (MS-Medium). Die Anzucht der Pflanzen auf Agar-haltigem Medium
findet in Kunststoffpetrischalen statt. Die flüssige Kultivierung der Pflanzen erfolgt in 20ml
bis 50ml MS-Medium in Erlenmeyerkolben bzw. Kunststoff-Rechteckbechern.
Für die sterile Anzucht der Pflanzen werden die Samen zuerst gemäß Tabelle 3.1 ober-
flächensterilisiert. Um eine gleichmäßige Keimung der Samen zu gewährleisten, werden die
Samen für mindestens 2 Tage bei 4 ◦C stratifiziert und anschließend je nach Versuchsaufbau
auf festem oder in flüssigem Medium steril angezogen.
Die Agar-Platten werden nach Aufbringung der Samenmit Parafilm verschlossen. Die an-
schließendeKultivierung erfolgt unter definierten Bedingungen (16/8 hTag/Nacht-Rhythmus,
Tabelle 3.1: Sterilisationsprotokoll der Samen
Inkubationslösung Inkubationsdauer
bidestilliertesWasser 3min
70% EtOH 3min
2% Natriumhypochlorit-Lösung 15min
bidestilliertesWasser 3 – 4-mal waschen
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23/18 ◦C) im Klimaschrank. Für die Kultivierung in flüssigem Medium werden ca. 10mg
sterilisierte Samen in flüssiges MS-Medium gegeben. Die Kultivierung in Flüssigkultur erfolgt
bis zur Ernte im Gewächshaus auf einem Schüttler (60 rpm bis 80 rpm).
Murashige-Skoog-Medium (Murashige und Skoog 1962)
0,44% (m/V) MS-Basalmedium mit Vitaminen
1% (m/V) Saccharose
1,4 % (m/V) Phyto-Agar
pH= 5,8
Zur Selektion transgener Arabidopsis thaliana Pflanzen werden sowohl zu den Agarplatten
als auch den Flüssigkulturen, zusätzlich 50 µM Hygromycin B zugegeben.
3.1.2 Anzucht von Arabidopsis thaliana auf Erde
Für die Kultivierung von Arabidopsis thaliana auf Erde wird diese vor Gebrauch für 2 h
mit heißem Dampf sterilisiert. Dieser Schritt dient der Reduktion der Keime innerhalb der
handelsüblichen Erde. Anschließend wird die Erde befeuchtet und in Pflanztöpfe bzw. Pflanz-
schalen gegeben. Auf die Erde werden entweder zuvor stratifizierte Samen gegeben (2 d, 4 ◦C)
oder ca. 10 Tage alte Keimlinge von sterilen MS-Platten umgesetzt. Alle Pflanzgefäße werden
anschließend mit Plastikhauben abgedeckt, welche nach ca. zwei Wochen wieder abgenom-
men werden. Das Wachstum der Pflanzen erfolgt anschließend unter Langtagbedingungen
im Gewächshaus oder einem Lichtschrank (16/8 h Tag/Nacht-Rhythmus, 23/18 ◦C).
3.1.3 Sterile Kultivierung von Bakterienkulturen
Die in Abschnitt 2.9 aufgeführten Bakterien werden wie in Tabelle 2.8 aufgeführt, in den
jeweiligen Medien bei den entsprechenden Temperaturen angezogen. Je nach geplantem
Versuch erfolgt die Anzucht in flüssigem Medium in Erlenmeyerkolben über Nacht oder auf
festem Medium in Kunststoffpetrischalen.
Wird ein definiertes Wachstum der Bakterien radial von der Mitte der Agarplatten be-
nötigt, erfolgt die Anzucht unter standardisierten Bedingungen. In die Mitte der zuvor her-
gestellten Agarplatten wird ein steriles Filterblättchen gelegt. Auf dieses Blättchen werden
10 µl der Übernachtkultur pipettiert. Die Platten werden anschließend für 10min unter der
Sterilbank getrocknet und mit Parafilm verschlossen. Das Wachstum der Bakterien kann
anschließend dokumentiert werden.
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3.1.3.1 Herstellung von Bakteriendauerkulturen
Die Herstellung einer Bakteriendauerkultur dient der längerfristigen Lagerung von Bakterien
bei −80 ◦C. Für die Herstellung einer Dauerkultur wird zunächst eine Übernachtkultur der
entsprechenden Bakterien hergestellt. Die Anzucht erfolgt in einer 20ml-Kultur mit den
jeweiligen Selektionsmarkern (siehe Abschnitt 2.9). E. coli-Zellen werden über Nacht in
Erlenmeyerkolben mit LB-Medium bei 30/37 ◦C und 180 rpm angezogen. Die Anzucht von
A. tumefaciens erfolgt für 24 h bei 28 ◦C und 180 rpm in YEB-Medium. Von solch einer
Übernachtkultur werden 900 µl mit 600 µl 80%igem Glycerin gemischt und mittels flüssigem
Stickstoff gefroren. Die Dauerkulturen werden anschließend bei −80 ◦C gelagert.
LB-Medium
1% (m/V) Pepton
0,5% (m/V) Hefeextrakt
0,5 % (m/V) NaCl
pH= 7
YEB-Medium
0,5 % (m/V) Saccharose
0,5 % (m/V) Pepton
0,5% (m/V) Fleischextrakt
0,1 % (m/V) Hefeextrakt
0,2mMMgSO4
pH= 7,2
3.1.3.2 Herstellung elektrokompetenter Bakterienzellen
Zur Herstellung elektrokompetenter Bakterienzellen werden die jeweiligen Bakterien in
20ml des entsprechenden Mediums (Tabelle 2.8) für 18 h (E. coli) oder 24 h (A. tumefaciens)
angeimpft. Anschließend wird eine Hauptkultur (500ml) mit den gewachsenen Bakterien
aus der Vorkultur angeimpft (1:50-1 : 100) und unter denselben Bedingungen bis zu einer
OD600 = 0,7 – 0,8 kultiviert. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgen auf Eis bzw. bei 4 ◦C unter
sterilen Bedingungen.
Die jeweilige Bakteriensuspension wird für 10min bei 4 ◦C und 3000 · g zentrifugiert
und der Überstand verworfen. Das entstandene Bakterienpellet wird in 500ml eiskaltem
bidestillierten Wasser resuspendiert und erneut unter den oben genannten Bedingungen
zentrifugiert. Das Pellet wird insgesamt fünfmal gewaschen, wobei das Volumen bei jedem
Waschschritt halbiert wird. Der letzte Waschschritt erfolgt mit einer entsprechenden Menge
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10%igem Glycerin. Das Bakterienpellet wird nach dem letzten Zentrifugationsschritt in
4ml l−1 Hauptkultur 10%igem Glycerin resuspendiert und in 60 µl Aliquots aufgeteilt. Die
Zellen werden in flüssigem Stickstoff gefroren und bei −80 ◦C gelagert.
3.1.4 Sterile Kultivierung von Pilzkulturen
Bei denUntersuchungenmit verschiedenen pflanzenpathogenen Pilzenmüssen zuerst Stamm-
Agarplatten mit den entsprechenden Pilzen für ca. 7 Tage angezogen werden. Diese Platten
dienen der Vermehrung und ggf. der Bildung von Sporen. Die in Tabelle 2.7 aufgeführten Pilze
werden, in den jeweiligen Medien bei den entsprechend genannten Temperaturen angezogen.
3.1.4.1 Herstellung von Sporensuspensionen
Zur Herstellung einer sterilen Sporensuspension werden gut bewachsene Stamm-Agarplatten
der entsprechenden Pilze verwendet. Diese Pilzplatten werden mit Wasser (+0,1% Triton)
überschichtet und kurz inkubiert. Mit einem Drigalskispatel werden die Sporen von den
Platten abgeschabt, die Suspension durch einen Filter gegeben und anschließend bei Raum-
temperatur zentrifugiert (3000min−1, 15min). Das entstandene Pellet wird dreimal mit
Wasser gewaschen und erneut zentrifugiert. Die so erhaltenen Sporen werden mit einer
Zählkammer ausgezählt und eine Sporendichte von 1 · 105 eingestellt. Die Sporen können
entweder direkt verwendet oder bei −80 ◦C gelagert werden.
3.1.4.2 Wachstum unter standardisierten Bedingungen
Wird ein definiertesWachstum der Pilze radial von der Mitte der Agarplatten benötigt, erfolgt
die Anzucht unter standardisierten Bedingungen. Die Anzucht unterscheidet sich dabei in
Abhängigkeit der Verwendung von Sporensuspensionen oder Mycel.
Bei der Verwendung von Sporen wird auf die zuvor vorbereiteten Agarplatten ein sterili-
siertes Filterblättchen gegeben, auf welches 10 µl der Sporensuspension pipettiert werden. Die
Platten werden für einige Minuten unter sterilen Bedingungen getrocknet und mit Parafilm
verschlossen. Bei der Verwendung von Mycel werden von den Stamm-Agarplatten mittels
Korkbohrer Agarstücke mit dem Pilz ausgestochen und diese mittig auf neue Platten über-
tragen. Die Petrischalen werden mit Parafilm verschlossen und unter den oben genannten
Bedingungen inkubiert. Das Wachstum der Pilze kann anschließend dokumentiert werden.
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3.2 Phytopathologische Untersuchungen
3.2.1 Infektion von Arabidopsis thalianamit Pseudomonas syringae
Für die Infektion von Arabidopsis thalianamit dem Pflanzenpathogen Pseudomonas syringae
pv. tomato DC3000 wird die Überschichtugs-Inokulationmethode nach Ishiga et al. (2011)
abgewandelt angewendet. Zur Selektion der transgenen Pflanzen werden sterilisierte Samen
auf MS-Agar mit Hygromycin B ausgebracht. Nach 10 Tagen werden je 7 gut gekeimte
Pflanzen in eine Petrischale mit 0,6 % Wasseragar umgesetzt. Nach weiteren 4 Tagen erfolgt
die Inokulation der 14 Tage alten Pflanzen.
Für die Inokulation wird eine Übernachtkultur einer Bakteriendauerkultur (siehe dazu
Abschnitt 3.1.3.1) angezogen. Die Kulturwird für 10min bei 3000min−1 zentrifugiert und das
Bakterienpellet in 0,9 %-NaCl Lösung resuspendiert. Es wird eine OD600 von 0,8 eingestellt
und je 20ml dieser Suspension auf die Petrischalen mit den Pflanzen aufgebracht. Nach
5min Inkubation wird die Flüssigkeit abdekantiert und die Petrischalen für weitere 10min
unter der Sterilbank getrocknet und anschließend mit Parafilm verschlossen. Die Bonitur der
Symptome erfolgt nach 7 Tagen anhand der Betrachtung der Pflanzen und der Auszählung
von gelben Blättern. Es werden Kontrollplatten mitgeführt, bei denen die Pflanzen nur mit
einer 0,9 %-NaCl Lösung überschichtet werden.
3.2.2 Infektion von Arabidopsis thalianamit Botrytis cinerea und Alternaria
brassicicola
Die Inokulation von Arabidopsis thalianamit den Pathogenen Botrytis cinerea und Alternaria
brassicicola erfolgt über die Blätter. Dafür werden im ersten Schritt von ca. 30 Tage alten
Pflanzen, welche auf Erde im Gewächshaus angezogen werden (vgl. Abschnitt 3.1.2), Roset-
tenblätter abgetrennt. Um das Austrocknen der Blätter zu verhindern, werden die Blattstiele
in 0,6 % Wasseragar eingeführt. Die Inokulation erfolgt auf der Blattoberseite, in dem 5 µl
der jeweiligen Sporensuspension, mit einer Konzentration von 5 · 101 aufgetragen werden.
Als Kontrolle dient Wasser, welches ebenfalls auf die Blattoberseite pipettiert wird. Die Petri-
schalen werden verschlossen und die Blätter bis zum Sichtbarwerden von Symptomen im
Gewächshaus aufbewahrt. Die Auswertungen der Symptomausprägung erfolgt durch die
Ermittlung des Durchmessers der entstandenen Läsionen. Zusätzlich werden die Symptome
fotografisch dokumentiert.
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3.3 DNA-Analytik
3.3.1 Isolation genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana
Zur Isolation von genomischerDNAwerden ca. 200mg frisches Pflanzenmaterial in ein 1,5ml
Reaktionsgefäß gegeben und mit einem Kunststoff-Mikropistill direkt im Gefäß zerrieben.
In dieses Reaktionsgefäß werden anschließend 700 µl 2 × Cetyltrimethylammoniumbro-
mid Pufferlösung (CTAB), sowie 0,2 % (m/V) β-Mercaptoethanol zugegeben. Der Ansatz
wird gründlich gemischt und unter leichtem Schütteln bei 650min−1 für 45min bei 65 ◦C in
einemThermomixer inkubiert. Danach werden 700 µl Chloroform/Isoamylalkohol (24 : 1)
zugegeben und der Ansatz ausgeschüttelt. Zur Phasentrennung wird für 20min bei 4 ◦C,
16 000 · g zentrifugiert. Die obere, wässrige Phase wird in ein neues Reaktionsgefäß über-
führt und zum Verdau vorhandener RNA mit 1 µl RNase A (10 µgml−1) versetzt. Der Ansatz
wird für 30min bei 37 ◦C im Thermomixer inkubiert und anschießend erneut mit 700 µl
Chloroform/Isoamylalkohol ausgeschüttelt. Nach Zentrifugation unter den oben genannten
Bedingungenwird die obere Phase in ein neues Reaktionsgefäß gegeben. Zur Fällung der DNA
wird der Überstand mit 10% des Probenvolumens 3M Natriumacetat (pH= 5,2) und dem
gleichen Probevolumen Isopropanol vorsichtig gemischt. Die Fällung erfolgt für mindestens
1 h oder über Nacht bei −20 ◦C. Durch anschließende Zentrifugation bei 16 000 · g und 4 ◦C
für 20min entsteht ein Pellet, das mithilfe von 100 µl eiskaltem 70%igem Ethanol zweimal
gewaschen und erneut für 5min zentrifugiert wird (16 000 · g, 4 ◦C). Das entstandene Pellet
wird getrocknet und in 50 µl bidestilliertemWasser gelöst. Die Lagerung der DNA erfolgt bei
−20 ◦C. Durch eine photometrische Messung (NanoDrop™ 1000) kann eine Konzentrations-
bestimmung der isolierten genomischen DNA vorgenommen werden.
2×Cetyltrimethylammoniumbromid Pufferlösung (CTAB)
100mM Tris-HCl (pH= 8)
20mM EDTA
1,4M NaCl
2% (m/V) CTAB
1% (m/V) PVP
0,2% (m/V) β-Mercaptoethanol (muss frisch zugegeben werden)
3.3.2 Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen
Für die Isolation von Plasmid-DNA wird eine Übernachtkultur der entsprechenden Bak-
terienkultur hergestellt. Die Plasmid-Isolation wird mit dem Invisorb ® Spin Plasmid Mini
Two Kit (STRATEC) bzw. dem FastGene ® Plasmid Mini Kit (NIPPON Genetics) nach Her-
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stellerangaben durchgeführt. Die Elution erfolgt jedoch mit bidestilliertemWasser, anstatt
des in den Kits enthaltenen Elutionspuffers. Die Quantifizierung der Plasmid-DNA wird
photometrisch mittels NanoDrop vorgenommen.
3.3.3 DNA-Sequenzierung
Die Sequenzierung von bestimmten DNA-Abschnitten dient im Rahmen dieser Arbeit der
Kontrolle von PCR- und Klonierungs-Produkten. Die Sequenzierung der Proben wird von
der Firma Eurofins Genomics durchgeführt.
3.3.4 Agarose-Gelelektrophorese
Die Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Nukleinsäuren entsprechend ihrer Grö-
ße und dreidimensionalen Strukturen. Aufgrund der negativen elektrischen Ladung der
DNA bewegt sich diese in einem elektrischen Feld von der Kathode zur Anode. Kleine
Fragmente bewegen sich dabei schneller durch das Gel als größere Stücke. Je nach Größe
der zu trennenden DNA-Fragmente erfolgt die Trennung der Nukleinsäuren in 1% bis 2%
(m/V) Agarosegelen. Für die Herstellung der Gele wird die entsprechende Menge Agarose in
× TAE-Puffer aufgekocht, gelöst und in den entsprechenden Gelträger gegossen. Die elektro-
phoretische Trennung findet bei 5 V cm−1 Elektrodenabstand zwischen Kathode und Anode
statt. Als Referenz wird zusätzlich ein Standard mitgeführt, welcher es ermöglicht die Grö-
ße der entstehenden Banden, und somit auch die Größe der aufgetragenenDNA abzuschätzen.
50×Trisacetatpuffer (50×TAE)
4M Tris Base
50mM Na2-EDTA (pH= 8)
5,7 % (V/V) Essigsäure
pH= 8,5
10×DNA-Auftragspuffer
200mM Tris Base
100mM Na-Acetat
5mM Na2-EDTA
50% (V/V) Glycerin
0,05% (m/V) Bromphenolblau
0,05% (m/V) Xylencyanol
pH= 8
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3.3.5 Anfärben undVisualisierung
Die Färbung der Nukleinsäuren erfolgt mittels Ethidiumbromid. Bei diesem Stoff handelt
es sich um einen sogenannten Phenanthridin-Farbstoff, der in die DNA und RNA interka-
liert. Ethidiumbromid fluoresziert bei Anregung mit UV-Licht. Die Färbung des Agarosegels
erfolgt für ca. 20min im Ethidiumbromid-Färbebad (0,8 µgml−1 Ethidiumbromid). Das
Gel wird nach der Färbung für ca. 30min in bidestilliertem Wasser entfärbt. Mithilfe von
UV-Licht können die Nukleinsäuren danach sichtbar gemacht werden. Die Detektion und
Dokumentation der Fluoreszenzsignale erfolgt mittels verschiedener Gel-Dokumentations-
systeme (Bio-Rad, Analytik Jena).
3.4 RNA-Analytik
Für die Isolation von RNA aus Pflanzenmaterial wird RNAzol verwendet (Sigma). Alle Arbei-
ten erfolgen auf Eis undmit gekühlten Zentrifugen (4 ◦C). Die für die Reinigung notwendigen
Lösungen werden mit RNase freiemWasser angesetzt. Vor Beginn der Isolation müssen die
verwendeten Mörser und Pistille sowie der Stickstoffbehälter zur Inaktivierung von mögli-
chen RNasen auf deren Oberflächen mit 1% SDS gesäubert und anschließend mit 70%igem
Ethanol gespült werden.
Mit flüssigem Stickstoff werden ca. 100mg Pflanzenmaterial in einem Mörser zu feinem
Pulver zerrieben und anschließend mit 1ml RNAzol homogenisiert. Das entstandene Homo-
genat wird mit einer Pipette in ein 1,5ml Reaktionsgefäß überführt und mit 400 µl RNAse
freiem Wasser gemischt. Nach einer 15-minütigen Inkubation bei Raumtemperatur wird das
Homogenat bei 16 000 · g und 4 ◦C für 15min zentrifugiert. Vom Überstand wird 1ml in ein
neues Reaktionsgefäß überführt und mit 400 µl 75%igem Ethanol gemischt. Die Fällung der
RNA erfolgt für 1 h bei −20 ◦C. Zum Sedimentieren der RNA wird für 15min bei 16 000 · g
und 4 ◦C zentrifugiert. Das entstandene Pellet wird dreimal mit je 600 µl 75%igem Ethanol
gewaschen und für 5min unter oben genannten Bedingen zentrifugiert. Das Ethanol wird
abgenommen und das Pellet für 15min bis 30min unter der Sterilbank getrocknet. Das Pellet
wird anschließend in 20 µl RNase freiemWasser gelöst. Zur Inhibierung der RNasen wird
1U RiboLock zur Gesamt-RNA zugegeben.
Die Qualität der RNA kann photometrisch am NanoDrop bestimmt werden. Dafür wer-
den 10 µl einer 1 : 10 Verdünnung hergestellt und gemessen. Zusätzlich zu dieser Messung
wird die Qualität der RNA mittels Agarosegelelektrophorese überprüft. Der Rest der 1 : 10
Verdünnung wird dafür mit RNA Probenpuffer versetzt und für 10min bei 65 ◦C inkubiert
und anschließend auf ein Agarosegel aufgetragen (siehe Abschnitt 3.3.4).
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10×MOPS-Puffer
200mMMorpholinopropansulfonsäure (MOPS)
10mM EDTA
80mM Natriumacetat
10×RNA-Auftragspuffer
80% (V/V) Glycerin
1 ×MOPS-Puffer
5mgml−1 Bromphenolblau
3.4.1 DNase-Behandlung
Für die Analyse der Genexpression sowie Real Time PCR ist es von besonderer Bedeutung,
dass keine genomische DNA in den Proben vorhanden ist. Aus diesem Grund wird nach der
Isolation von Gesamt-RNA eine DNase-Behandlung durchgeführt. Um den Abbau der RNA
zu minimieren, werden alle Arbeiten auf Eis durchgeführt und alle Lösungen mit RNase-
freiemWasser hergestellt. Zusätzlich wird RiboLock als RNase Inhibitor hinzugegeben. Das
Pipettierschema für den Reaktionsansatz ist Tabelle 3.2 zu entnehmen.
Tabelle 3.2: DNAse-Behandlung der Gesamt-RNA
Komponente Arbeitskonzentration
RNA 1µg bis zu 20 µg
10× DNase Reaktionspuffer 1x
DNase I 1 U/1 µg RNA
40Uµl−1 RiboLock (RNase Inhibitor) 1 U µl−1
DEPC behandeltesWasser Auffüllen auf 40 µl
Der Reaktionsansatz wird für 60min bei 37 ◦C inkubiert. Anschließend wird zur En-
zyminaktivierung 2 µl 50mM Na2EDTA in den Ansatz zugegeben und für 65 ◦C 10min
inkubiert.
Zur Denaturierung noch vorhandener Proteine erfolgt eine Phenol-Chloroform-Extrak-
tion. Zum Reaktionsansatz werden 360 µl RNase freies Wasser, 200 µl TE-gesättigtes Phenol
und 200 µl Chloroform-Isoamylalkohol (24 : 1) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wird
invertiert und für 15min bei 16 000 · g und 4 ◦C zentrifugiert. Die obere Phase wird in ein
neues Reaktionsgefäß überführt und zum Fällen der RNA mit 10% des Volumens 3M Na-
triumacetat (pH 5,2) und 2 Volumen absolut Ethanol versetzt und über Nacht bei −20 ◦C
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gelagert. Anschließend wird erneut für 15min bei 16 000 · g und 4 ◦C zentrifugiert und das
entstandene Pellet dreimal mit je 100 µl 70% Ethanol gewaschen. Nach jedemWaschschritt
wird für 3min unter den oben genannten Bedingungen zentrifugiert. Das Pellet wird für
ca. 20min unter der Sterilbank getrocknet und anschließend mit 13 µl DEPC-Wasser für
mindestens 1 h gelöst. Nach dem DNase-Verdau der Proben erfolgt erneut eine Überprüfung
der Qualität der RNA photometrisch amNanoDrop™ undmittels Agarose-Gelelektrophorese.
3.4.2 cDNA-Synthese
Die Synthese von cDNA aus DNase behandelter RNA wird mit verschiedenen Kits laut Her-
stellerangaben durchgeführt. Für denNachweis der Expressionmittels semi-quantitativer PCR
wird das M-MLV-Reverse Transkriptase (RevertAid™ Reverse Transcriptase Kit) verwendet.
Für die qPCR-Analysen erfolgt die cDNA-Synthese mit dem Maxima Reverse Transcriptase
(Maxima First Strand cDNASynthesis Kit). Es werdenmaximal 5 µg RNA für die Synthese von
cDNA verwendet. Überprüft wird die Qualität der cDNA mittels PCR und Oligonukleotiden
für ein Referenzgen.
3.5 PCR und Real-Time PCR
3.5.1 PCR
Eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient zur Vervielfältigung von spezifischen DNA-
Bereichen. Die Reaktionen erfolgen in einem 20 µl Ansatz.
Für die Amplifikation der DNA-Bereiche für die nachfolgende Klonierung wird die
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Der Nachweis
der Integration der Zielgene sowie die semiquantitativen Expressionsanalysen erfolgen mit
der DreamTaq DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific). Ein allgemeiner Ablauf einer
PCR ist in Tabelle 3.3 dargestellt. Je nach verwendeter Polymerase und zu amplifizierendem
Gen variiert dieses Programm.
Tabelle 3.3: Ablauf einer PCR
Arbeitsschritt Temperatur / ◦C Dauer /min Wiederholungen
Initiale Denaturierung 95–99 5–10 1
Denaturierung 95–99 0,5–3
30–40Annealing variabel variabel
Elongation 72 1–3
Finale Elongation 72 1
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Die Annealingtemperaturen ändern sich in Abhängigkeit der verwendeten Oligonukleo-
tide. Zur Ermittlung der optimalen Temperaturen wird eine PCR mit Gradientenzyklus über
verschiedene Temperaturen verwendet. Die Reaktionen für die PCR erfolgen imMastercycler
ep gradient S (Eppendorf).
3.5.2 Real-Time PCR
Bei der quantitativen Echtzeit-PCR (qPCR) ist im Vergleich zur semiquantitativen PCR auch
eine Aussage über die Quantität der zu amplifizierendenDNA-Stückemöglich. Hierbei erfolgt
die Detektion während der Amplifikation der spezifischen DNA-Bereiche. Es gibt dabei ver-
schiedeneMöglichkeiten der Detektion. Es können zum Beispiel verschiedene fluoreszierende
Farbstoffe (SYBRGreen oder Ethidiumbromid) eingesetzt werden, welche sich unspezifisch an
die doppelsträngige DNA anlagern. Zum Nachweis können auch sequenzspezifisch markierte
DNA-Stränge zum Einsatz kommen.
Im Rahmen dieser Arbeit wird mit der SYBR Green Methode gearbeitet. Der an die
DNA gebundene Farbstoff fluoresziert bei Anregung deutlich stärker als der nicht gebundene
Farbstoff, was eine Unterscheidung beider ermöglicht. Allerdings kann bei dieser Methode
keine Unterscheidung zwischen dem gebundenen Farbstoff am Zielprodukt und eventuell
auftretenden Nebenprodukten wie z. B. Primerdimeren erfolgen. Aus diesem Grund wird
im Anschluss eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. Aufgrund der Länge sowie des GC-
Gehaltes der PCR-Produkte ist diese für jedes PCR-Produkt spezifisch. Eventuell auftretende
unspezifische Amplifikationsprodukte können so ermittelt werden.
Als Positivkontrolle dient Plasmid-DNA der jeweilig eingebrachten Zielplasmide (siehe
Abschnitt 3.7.3). Die Auswertung erfolgt über den Ct-Wert (threshold cycle – Schwellen-
wertzyklus). Dieser Wert gibt die Zyklenzahl an, bei der zum ersten Mal ein Anstieg der
Fluoreszenz über den Hintergrundwert hinaus gemessen wird. Bei der hier verwendeten
relativen Quantifizierung erfolgt mithilfe eines nicht regulierten Referenzgens (YLS8) die
Berechnung der Expression des Zielgens. Für die Berechnung der Expression wird bei jedem
Probenset die Effizienz (E) der PCR anhand einer Standardreihe berechnet, welche sich
gemäß Gleichung 3.1 berechnet.
E = 10
−1
Anstieg aus Standardreihe (3.1)
Ausgehend von diesem Modell, bei welchem Schwankungen der Effizienzen einberechnet
werden, ergibt sich die Expression anhand der jeweiligen Ct-Werte nach Gleichung 3.2.
Ratio =
E
∆CtZiel(Kontrolle−Probe)
Ziel
E
∆Ctref(Kontrolle−Probe)
ref
(3.2)
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3.6 Sequenzoptimierung
Bei den heterolog inArabidopsis thaliana zu exprimierenden Halogenasegenen handelt es sich
um bakterielle Gene mit einem hohen GC-Gehalt. Um diesen zu senken und die bakteriellen
Gene an die Modellpflanze anzupassen, wird von der Firma Life Technologies eine Sequenz-
optimierung für alle Gene durchgeführt. Der Aminosäurecode wird dabei beibehalten.
3.7 Klonierung
Im Rahmen dieser Arbeit sollen die unter Tabelle 2.9 beschriebenen Konstrukte stabil in die
Modellpflanze Arabidopsis thaliana transformiert werden. Zur Erstellung der Zielvektoren
für die Pflanzentransformation wird die Gateway Cloning Technology verwendet, die in den
folgenden Abschnitten beschrieben wird.
3.7.1 Das Gateway-System
Bei der Gateway™ Cloning Technology wird das natürlich vorkommenden Rekombinati-
onssystem des Bakteriophagen Lambda zur Einführung von Genen in spezielle Gateway
Plasmide genutzt. Die rekombinante Klonierung basiert dabei auf zwei unabhängigen Re-
aktionen. In beiden Reaktionen (BP- und LR-Reaktion; Nomenklatur laut Hersteller) wird
durch das Enzymgemisch Clonase eine in vitro Rekombination vollzogen. Für diese Re-
kombinationsreaktionen muss in einem ersten Schritt ein PCR-Produkt mit sogenannten
attachment-Bereichen (att-sites) generiert werden. Diese Bereiche bestehen aus 25 bp, welche
spezifisch von den an der Reaktion beteiligten Enzymen erkannt werden. An diesen att-sites
erfolgt eine Rekombinationsreaktion, was zur Generierung der entsprechenden Plasmide
führt. Die att-sites sind so ausgewählt, dass die Integration des PCR-Produktes nur in einer
Orientierung erfolgen kann.
3.7.2 BP-Reaktion
Bei dieser ersten Rekombinationsreaktion wird aus einem att-site flankierten PCR-Produkt
und einem Donor-Vektor ein Entry-Plasmid erstellt. Der allgemeine Verlauf der Reaktion
ist in Abbildung 3.1 dargestellt. Mittels PCR werden die gewünschten DNA-Abschnitte mit
Abbildung 3.1: Verlauf einer BP-Reaktion (Invitrogen 2010, S. 4)
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den spezifischen att-sites amplifiziert und die att-sites terminal an der zu klonierenden Se-
quenz angebracht. Die für die Klonierung notwendigen att-Primer sind Abschnitt 2.11 zu
entnehmen. Bei der BP-Reaktion wird nach Angaben des Herstellers vorgegangen. Die in
dieser Rekombinationsreaktion entstandenen Plasmide (Entry-Plasmide) werden wie in Ab-
schnitt 3.7.4 beschrieben in elektrokompetente E. coli Zellen transformiert und anschließend
die positiven Klone selektiert.
Als Donor-Vektor wird in dieser Arbeit der pDONR221™ (Invitrogen) verwendet. Wie
in der Vektorkarte Abbildung 3.2 zu erkennen ist, besitzt dieser die für die Rekombinati-
onsreaktion notwendigen Schnittstellen (attP1 und attP2). Zwischen diesen Schnittstellen
befindet sich zusätzlich ein ccdB-Gen. Die Expression dieses Gens führt in Bakterienzellen zur
Hemmung der Gyrase und infolgedessen zum Absterben der Zellen. Durch die BP-Reaktion
erfolgt der Austausch des ccdB-Gens gegen das Zielgen. Zusätzlich besitzt dieser Vektor eine
Kanamycin-Resistenz mit der eine Selektion von positiven Klonen möglich ist.
Abbildung 3.2: Vektorkarte pDONR221 mit den für die Rekombinationsreaktion notwendigen
Schnittstellen (attP1 und attP2) sowie der Kanamycin-Resistenz und der Lage der M13-Primer. Für die
Vermehrung des Vektors dient die Chloramphenicol-Resistenz (Cmr).
3.7.3 LR-Reaktion
Bei der zweiten Rekombinationsreaktion wirdmithilfe von speziellen Zielvektoren (Destinati-
on vector) ein Expressions-Plasmid generiert. Dazu werden die aus der BP-Reaktion erstellten
Entry-Plasmide in der LR-Reaktion mit einem gewünschten Zielvektor rekombiniert. Der
allgemeine Verlauf der Reaktion ist in Abbildung 3.3 dargestellt.
In dieser Arbeit wird als Zielvektor der pMDC32 verwendet (Curtis und Grossniklaus
2003). Dieser Vektor besitzt einen konstitutiven 35S-Promotor aus dem Cauliflower Mosaic
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Abbildung 3.3: Verlauf einer LR-Reaktion (Invitrogen 2010, S. 4)
Virus, welcher zu jedem Zeitpunkt der pflanzlichen Entwicklung eine Überexpression der zu
untersuchenden Gene in der gesamten Pflanze ermöglicht. Wie in Abbildung 3.4 zu sehen ist,
verfügt dieser Vektor über die für die Klonierung notwendigen Rekombinationsschnittstellen
(attR1 und attR2). Zwischen den att-sites befindet sich ebenfalls das ccdB-Gen, welches ohne
erfolgte Rekombinationsreaktion für die Zellen zum Tod führt. Die Kanamycin-Resistenz
dient der Selektion positiver Klone. Da auch der verwendeten Donor-Vektoren über diese
Resistenz verfügt, ist es notwendig, die Entry-Plasmide vor der LR-Reaktion zu linearisieren.
Die Linearisierung stellt sicher, dass nur die nicht geschnittenen Expressions-Plasmide erfolg-
reich in die Zellen transformiert werden. Linearisierte Plasmide werden von Bakterienzellen
nicht aufgenommen. Für die spätere Selektion transgener Pflanzen trägt der Vektor eine
Hygromycin-Resistenz. Als Terminator besitzt dieser Vektor einen Nos-Terminator.
Abbildung 3.4: Vektorkarte pMDC32 mit den für die Rekombinationsreaktion notwendigen Schnitt-
stellen (attR1 und attR2)
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3.7.4 Transformation von Bakterienzellen
Die Transformation der Bakterienzellen erfolgt mittels Elektroporation. Ein Aliquot ei-
ner Dauerkultur der entsprechenden Zellen und die zu transformierende DNA wird für
ca. 10min auf Eis aufgetaut bzw. vorgekühlt. Eine Elektroporationsküvette wird ebenfalls auf
Eis vorgekühlt und das Medium (SOC-Medium für E. coli, YEB-Medium für A. tumefaciens)
auf mindestens 20 ◦C vorgewärmt. Die DNA wird mit den Zellen gemischt und für einige
Minuten weiter auf Eis inkubiert. Das Gemisch wird in die Küvette überführt und im Elek-
troporator einem elektrischen Impuls (2500V, 15 µF, 335Ω, 12,5 kV cm−1, 5ms Pulsdauer)
ausgesetzt. Nach Impulsgabe wird zügig 1ml SOC- oder YEB-Medium zugegeben. Die Bak-
teriensuspension wird in ein neues Reaktionsgefäß überführt und zur Regeneration bei 28 ◦C
(A. tumefaciens, 90min) bzw. 30/37 ◦C (E. coli, 45min bis 60min) inkubiert. Anschließend
werden verschiedene Volumina der Zellsuspensionen auf die entsprechenden Selektions-
Agar-Platten ausplattiert und über Nacht (E. coli) bzw. 48 h bis 72 h (A. tumefaciens) bei den
oben genannten Temperaturen inkubiert.
SOC-Medium
2% (m/V) Pepton
0,5% (m/V) Hefeextrakt
10mM NaCl
2,5mM KCl
10mMMgCl2
10mMMgSO4
pH= 7
20mM Glucose frisch zugeben
3.7.5 Selektion positiv transformierter Bakterienzellen
Die Selektion positiver Bakterienkolonien erfolgt auf entsprechenden Selektionsmedien mit
Kanamycin (50 µg/ml). Von angewachsenen Kolonien wird mittels Kolonie-PCR eine ge-
nauere Untersuchung der erfolgreichen Transformation durchgeführt. Bei dieser PCR wird
direkt Zellmaterial von der Selektionsplatte mit einer sterilen Pipettenspitze abgenommen.
Nach Abnahme des Zellmaterials wird dieses zuerst auf einer neuen Selektionsplatte ausge-
strichen und anschließend das noch an der Pipettenspitze anhaftende Zellmaterial direkt in
ein PCR-Reaktionsgefäß übertragen. Ob die Bakterien den entsprechenden Vektor aufge-
nommen haben, wird mit vektor- und/oder genspezifischen Primern getestet. Die Analyse
der PCR-Produkte erfolgt mittels Agarose-Gelelektrophorese gemäß Abschnitt 3.3.4.
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3.7.6 Transformation von Arabidopsis thaliana
Die Transformation von Wildtyp Arabidopsis thaliana (Ökotyp Columbia) erfolgt mit dem
Agrobacterium tumefaciens-StammGV3101 nach der „Floral dip“ Methode (Clough und Bent
1998). In einem erstenArbeitsschritt werden dazu Pflanztöpfemit je fünfArabidopsis thaliana-
Pflanzen angezogen (siehe dazu Abschnitt 3.1.2). Die primären Infloreszenzen werden nach
ca. sechs Wochen entfernt, um die Bildung möglichst vieler Blütenstände anzuregen. Nach ca.
acht Wochen wird mit der Transformation der Pflanzen begonnen.
Für die Transformation werden zuerst die in Tabelle 2.9 aufgeführten Zielplasmide in
Agrobacterium tumefaciens transformiert (siehe dazu Abschnitt 3.7.4). Die positiv selektierten
Zellen werden in einer 20ml Vorkultur in YEB-Medium über Nacht bei 28 ◦C und 180 rpm
kultiviert. Die Vorkultur wird zum Animpfen einer 500ml Hauptkultur verwendet. Diese
wird unter gleichen Bedingungen über Nacht kultiviert (OD600 von ca. 0,8). Anschließend
werden die Bakterien für 10min bei 3000 · g – 5000 · g und Raumtemperatur zentrifugiert
und in 500ml 5%iger Saccharoselösung mit 0,05% Silwet L-77 resuspendiert.
In diese Suspension werden anschließend die Blütenstände der Arabidopsis thaliana-
Pflanzen für ca. eine Minute eingetaucht. Die Pflanzen werden anschließend für einige Mi-
nuten waagerecht gelagert. Die Transformation der Pflanzen wird 3 – 4× wiederholt, wobei
pro Woche maximal zweimal transformiert wird. Nach der letzten Transformation werden
die Pflanzen weiter im Gewächshaus kultiviert, bis die Samenreifung abgeschlossen ist. Die
Samen werden geerntet und auf mögliche erfolgreiche Transformanten untersucht.
3.7.7 Selektion transgener Arabidopsis thaliana Pflanzen
Für die Selektion transgener Pflanzen werden die Samen der zuvor transformierten Arabid-
opsis thaliana-Pflanzen sterilisiert und auf MS-Agarplatten mit Hygromycin B (50 µgml−1)
ausgelegt (siehe Abschnitt 3.1.1). Nur die transgenen Samen enthalten eine Hygromycin-
Resistenz und können auf den mit Antibiotikum versetzten Agarplatten keimen und wachsen.
Nicht erfolgreich transformierte Samen sterben auf diesem Medium ab. Nach ca. 10 Tagen
werden sowohl gut gekeimte als auch sehr kleine mögliche transgenen Pflanzen auf Erde
umgesetzt und im Gewächhaus unter Langtagbedingungen kultiviert. Die angewachsenen
F0-Pflanzen werden in einem ersten Arbeitsschritt auf eine erfolgreiche Integration des zu
untersuchenden Gens mittels genomischer DNA näher untersucht. Dafür wird genomische
DNA isoliert (siehe Abschnitt 3.3.1) und mit den entsprechenden Primern die Insertion für
jede Halogenase geprüft (Abschnitt 2.11).
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3.8 Proteinanalytik
Alle generierten transgenen Pflanzen kodieren für ein Protein mit terminalem 6×His-Tag,
welcher eine spezifische Bindung der Proteine an einer individuellen Matrix ermöglicht. Für
die Anreicherung der Proteine kann somit eine Nickel-Chelat-Matrix verwendet werden.
Die Reinigung und Anreicherung der Proteine erfolgt nativ auf Eis bzw. in gekühlten
Räumen oder unter denaturierenden Bedingungen bei Raumtemperatur.
3.8.1 Native Anreicherung von Proteinen
Pro 500mg frischem Pflanzenmaterial wird 1ml Protein-Nativ-Aufschlusspuffer hinzuge-
geben. Mit Seesand und einer Spatelspitze PVP versehen und auf Eis homogenisiert. Das
Homogenat wird in Reaktionsgefäße überführt und für 20min bei 5000min−1 und 4 ◦C
zentrifugiert. Der Überstand wird abgenommen undmit der laut Herstellerangabe benötigten
Menge an Nickel-NTA-Matrix versetzt. Das Gemisch wird für ca. 90min bei 8 ◦C unter
gleichmäßigem Drehen auf einem Rotator inkubiert.
Die Matrix mit dem gebundenen Protein wird vier- bis fünfmal mit nativem Wasch-
puffer gewaschen. Anschließend wird der gesamte flüssige Überstand mit einer Hamilton-
Mikroliterspritze (Roth) abgenommen und das Protein-Matrix-Gemisch mit einer entspre-
chenden Menge Elutionspuffer versetzt. Nach 3min Inkubation auf der Matrix wird der
Elutionspuffer mit den darin enthaltenen Proteinen abgenommen. Die Elution erfolgt drei-
mal nacheinander. Die Eluate werden dabei in einem Reaktionsgefäß gesammelt und bis zur
weiteren Verwendung bei −20 ◦C gelagert.
Protein-Nativ-Aufschlusspuffer
Croteau-Puffer (Croteau und Winters 1982)
0,1M Na3PO4
25mM Na2S2O5
5mMMgCl2
5mM Ascorbinsäure
2,5mMMnCl2
1mM CaCl2
1mM DTT
0,25ml Saccharose
pH= 8
Zu 1ml Puffer frisch hinzugeben: 2 µl 1M DTT und 2 µl β-Mercaptoethanol
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Nativer-Protein-Waschpuffer
500mM NaCl
300mM Na2PO4
20mM NaH2PO4
30mM Imidazol
Nativer-Protein-Elutionspuffer
500mM NaCl
300mM Na2PO4
20mM NaH2PO4
30mM bis 500mM Imidazol
3.8.2 Denaturierende Anreicherung von Proteinen
Bei der Reinigung der Proteine unter denaturierenden Bedingungen erfolgt ausschließlich
der Aufschluss denaturierend, die anschließende Reinigung unter nativen Bedingungen wie
unter Abschnitt 3.8.1 beschrieben.
Das frische Pflanzenmaterial wird mit dem Aufschlusspuffer in einem Mörser homoge-
nisiert (pro 500mg Pflanzenmaterial 1ml Aufschlusspuffer). Das Homogenat wird in 2ml
Reaktionsgefäße überführt und für 20min bei 10000·g bei Raumtemperatur zentrifugiert.
Der Überstand wird abgenommen und die Reinigung unter nativen Bedingungen fortgeführt.
Denaturierender Aufschlusspuffer
8M Harnstoff
100mM NaH2PO4
100mM Tris-HCl
pH= 8
3.8.3 SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese
Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist eine Methode zur Analyse von Proteinen,
indem diese nach deren Molekulargewicht aufgetrennt werden. Nach der Reinigung der Pro-
teine müssen diese vor der Elektrophorese mit 3 × Auftragspuffer versetzt und für 5min bei
99 ◦C denaturiert werden. Die denaturierten Proteine gehen dabei eine hydrophobe Wech-
selwirkung mit dem im Probenpuffer enthaltenen anionischen Detergens SDS ein, sodass sie
in ihre anionische Form überführt werden. Die Proteine werden durch das SDS mit einer
konstanten Nettoladung versehen, was die Trennung der Proteine aufgrund der unterschied-
3.8 Proteinanalytik 51
lichen Massen im elektrischen Feld hin zur Anode ermöglicht. Nach der Elektrophorese wird
das Trenngel mit den enthaltenen Proben entweder angefärbt (siehe Abschnitt 3.8.4) oder für
Antikörper-Nachweise auf eine Membran geblottet (siehe Abschnitt 3.9). Es wird immer ein
Markerprotein bekannter Masse mitgeführt, mit dessen Hilfe die Masse der Proteine im Gel
abgeschätzt werden kann.
Die Trennung der Proteine erfolgte in 18%igen SDS-Polyacrylamid-Gelen. Für die Her-
stellung sowie die anschließende Elektrophorese wird das Mini-PROTEAN® Cell System
(Bio-Rad Laboratories) verwendet. Die Angaben für die Zusammensetzung des Sammel- und
Trenngels (Tabelle 3.4) beziehen sich auf je zwei Gele.
Tabelle 3.4: Zusammensetzung SDS-Gel
Chemikalien
Menge
Trenngellösung (12%) Sammelgellösung (5%)
Trenngelpuffer 4,72ml —
Sammelgelpuffer — 2,51ml
Acrylamid-Mix (30%) (m/V) 3,2ml 500 µl
Ammoniumperoxodisulfat (30% (m/V)) 80 µl 30 µl
TEMED 3,2 µl 3 µl
Das Trenngel wird gemischt und zwischen die zwei Glasplatten in die vorbereitete Gelap-
paratur pipettiert. Um eine glatte Kante zwischen Trenn- und Sammelgel zu erhalten sowie
ein Austrocknen des Gels zu verhindern, wird das Trenngel mit 0,1 % SDS überschichtet.
Die Polymerisation erfolgt anschließend für mindestens 30min bei Raumtemperatur. Im
nächsten Schritt wird das überstehende SDS entfernt, das Sammelgel gemischt und ebenfalls
zwischen die zwei Glasplatten pipettiert. Ein Kamm wird in das noch nicht polymerisierte
Sammelgel gesteckt, um die Probentaschen zu erzeugen. Die Polymerisation erfolgt eben-
falls für 30min bei Raumtemperatur. Die vorbereiteten Proben werden in die Taschen des
Gels pipettiert. Die Elektrophorese erfolgt bei 200 V für ca. 50min in 1× Elektrophoresepuffer.
Trenngelpuffer
500mM Tris-HCl (pH= 6,8)
0,4 % (m/V) SDS
Sammelgelpuffer
1,5M Tris Base (pH= 8,8)
0,4 % (m/V) SDS
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3×Protein-Auftragspuffer
30% (v/V) Glycerin
100mM Tris Base (pH= 6,8)
6,67% (m/V) SDS
0,02% (m/V) Bromphenolblau
5% (V/V) β-Mercaptoethanol (muss frisch hinzugegeben werden)
10×Protein-Elektrophoresepuffer
0,25M Tris Base
1,92M Glycin
1% (m/V) SDS
3.8.4 Färbung der Gele
Um die Proteine in den SDS-Polyacrylamid-Gelen sichtbar zu machen, werden diese nach
der Elektrophorese gefärbt und anschließend mit der entsprechenden Lösung entfärbt. Es
werden dabei verschiedene Färbemethoden verwendet. Grundlage für beide Methoden bildet
die Färbung der Proteine mittels Coomassie-Färbung. Die Gele werden unter leichtem Schüt-
teln bei Raumtemperatur in den entsprechenden Lösungen inkubiert. Zur anschließenden
Auswertung der Gele werden diese eingescannt und die Banden mithilfe des mitgeführten
Markers nach ihren Größen bestimmt.
3.8.4.1 Färbung der Gele mit Coomassie Brillantblau R250
Die Gele werden bei dieser Methode für ca. 30min in Coomassie R250 Färbelösung inku-
biert. Die anschließende Entfärbung des Hintergrundes erfolgt mit R250-Entfärbelösung, bis
die Gele nahezu farblos sind und nur noch die gefärbten Proteinbanden sichtbar sind. Die
Entfärbelösung wird dabei mehrfach ausgewechselt.
Coomassie-R250 Färbelösung
0,25% (m/V) Coomassie Brillantblau R250
45% (V/V) Methanol
10% (V/V) Essigsäure
R250-Entfärbelösung
45% (V/V) Methanol
10% (V/V) Essigsäure
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3.8.4.2 Färbung der Gele mit Coomassie Brillantblau G250
Nach der Elektrophorese werden die Gele für 10min in Fixierungslösung inkubiert und
anschließend für einige Stunden bis über Nacht in Coomassie G250 Färbelösung gefärbt. Die
Gele werden anschließend in der G250-Entfärbelösung entfärbt, bis sich der Hintergrund
entfärbt hat. Da sich der Hintergrund bei dieser Methode jedoch nicht so stark anfärbt, ist
eine Entfärbung für ca. 90min ausreichend.
Fixierungslösung
10% (V/V) Essigsäure
25% (V/V) Isopropanol
Coomassie-G250 Färbelösung
0,006% (m/V) Coomassie Brillantblau G250
10% (V/V) Essigsäure
G250-Entfärbelösung
10% (V/V) Essigsäure
3.9 Western Blot
Beim Nachweis von Proteinen mittels Western Blot werden die durch die SDS-Polyacryl-
amid-Elektrophorese getrennten Proteine auf eineMembran (Polyvinylidenfluorid-Membran,
PVDF) überführt und diese dann mit Hilfe von spezifischen Antikörpern nachgewiesen. In
einem ersten Schritt müssen die aufgetrennten Proteine aus dem SDS-Polyacrylamid-Gel auf
eine PVDF-Membran überführt werden. Dies kann durch verschiedene Systeme, wie z. B.
dem Pierce™ Power Blotter oder dem Trans-Blot SD semi-dry transfer cell System erfolgen.
Das Grundprinzip aller Systeme ist gleich, lediglich der Puffer und die Transfergeschwin-
digkeit sind verschieden. Im Folgenden wird der Transfer mit dem Trans-Blot SD semi-dry
transfer cell System näher beschrieben.
Das SDS-Gel sowie zwei gleich große Gel-Blot-Papiere werden für ca. 5min in Transfer-
puffer äquilibriert. Die PVDF-Membran wird auf die entsprechende Größe des Gels zuge-
schnitten und zuerst für ca. 30 s inMethanol geschwenkt. Dieser Schritt dient der Aktivierung
der Oberfläche der Membran. Anschließend wird diese ebenfalls für ca. 5min in Transferpuf-
fer äquilibriert. Abbildung 3.5 zeigt den generellen Aufbau für den Proteintransfer. Das Gel,
die Membran und die Filterpapiere müssen dafür luftblasenfrei übereinandergelegt werden.
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Abbildung 3.5: Allgemeiner Aufbau einerWestern Blot Apparatur
Bei diesem Systemwird für 50min bis 70min bei 0,8mA cm−2 bis 1,2mA cm−2 geblottet.
Der Transfer erfolgt von der Kathode zur Anode. Nach dem Transfer kann die Membran
weiterbearbeitet werden. Es kann z. B. eine Immunodetektion mittels Antikörper stattfinden
oder die Membran mit verschiedenen Methoden angefärbt werden.
Transferpuffer
48mM Tris Base
39mM Glycin
20% (V/V) Methanol
3.9.1 Immunodetektionmittels Anti-His-Antikörper
Für den Nachweis der Proteine mittels His-Tag werden verschiedene Anti-His-Antikörper
(siehe Abschnitt 2.5) verwendet. Die Antikörper unterscheiden sich dabei vor allem in ihrer
Verdünnung (1 : 5000-1 : 10 000 in TBS+Tween) und der Verwendung eines sekundären
Antikörpers. Im Folgenden wird nur auf die Verwendung des HisTag® Monoclonal Antibody
näher eingegangen.
Für die Verwendung dieses Antikörpers wird die PVDF-Membran nach dem Protein-
transfer zuerst für 60min unter ständigem Schütteln in Blockpuffer geblockt. Dieser Schritt
dient zur Absättigung freier Bindungsstellen auf der Membran. Alle weiteren Arbeitsschritte
erfolgen ebenfalls unter ständigem Schütteln. Die Membran wird nach dem Blocken mit dem
primären Antikörper über Nacht bei 10 ◦C inkubiert. Dafür wird der Anti-His-Antikörper
1 : 10 000 in Blockpuffer verdünnt. Überschüssige Antikörper werden durch dreimaliges Wa-
schen der Membran für je 10min mit Blockpuffer entfernt. Die Inkubation des sekundären
Antikörpers erfolgt für ca. 60min (Verdünnung von 1 : 5000 in Blockpuffer) bei Raumtempe-
ratur. Als sekundärer Antikörper dient der Anti-Maus-Antikörper (Goat Anti-Mouse IgG),
welcher mit einer alkalischen Phosphatase konjugiert ist. Anschließend erfolgt zweimal für
jeweils 2min eine kurze Inkubation in Detektionspuffer. Das Chemilumineszenz-Substrat
3.9 Western Blot 55
CDP-Star® wird daraufhin direkt auf dieMembran gegeben, für 5min inkubiert und anschlie-
ßend luftblasenfrei in eine Plastikfolie eingeschlagen. Unter rotem Sicherheitslicht kann ein
Röntgenfilm zur Detektion von Signalen aufgelegt werden. Nach 5min bis 90min Exposition
wird der Röntgenfilm in Entwicklerlösung geschwenkt, bis Signale sichtbar werden. An-
schließend muss der Film kurz mit destilliertemWasser gespült und zur Fixierung für einige
Minuten in Fixierlösung inkubiert werden. Nach erneutem Spülen wird der Film getrocknet.
Nach der Immunodetektion mittels Anti-His-Antikörpern und CDP-Star® kann durch die
Visualisierung mit Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) und 5-Brom-4-chlor-2-indoxyl-
phosphat (BCIP) ein zusätzlicher Nachweis der Proteine erfolgen. Die Visualisierung mit
NBT und BCIP kann auch ohne vorherige Inkubation mit CDP-Star® stattfinden. Erfolgt
zuvor die Inkubation mit CDP-Star® sollte die Membran zuerst mit bidestilliertemWasser
gewaschen werden. Durch die amAntikörper gekoppelte Phosphatase wird BCIP dephospho-
ryliert und reagiert mit NBP zu einem violetten-schwarzen Farbkomplex. Zur Visualisierung
werden 30 µl NBT und 15 µl BCIP in 10ml Detektionspuffer zur Membran hinzugegeben
und je nach Signalstärke für einige Stunden oder über Nacht angefärbt. Zum Abstoppen der
Reaktion wird die Membran mit bidestilliertemWasser gewaschen.
10 × Detektionspuffer Antikörper
200mM Tris-Base (pH= 8,9)
10mMMgCl2
Blockpuffer
1 × PBS
0,05% (m/V) Tween 20
5% (m/V) Magermilchpulver
10 × PBS (pH= 7,4)
1,37M NaCl
27mM KCl
1M Na2HPO4
20mM KH2PO4
Detektionspuffer für NBT/BCIP (pH= 9,5)
200mM Tris-Base
50mMMgCl2
50mgml−1 NBT in 70% (V/V) Dimethylformamid
50mgml−1 BCIP in 100% (V/V) Dimethylformamid
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3.10 Enzym-Test zumNachweis der Aktivität der Halogenasen
Um die Aktivität der aus den transgenen Pflanzen gereinigten Halogenasen nachweisen zu
können, wird ein Enzym-Test durchgeführt. In diesem wird untersucht, ob das aus Pflanzen
angereicherte Enzym unter Optimalbedingungen L-Tryptophan zu Cl-Tryptophan umwan-
deln kann. Die Durchführung dieser Tests erfolgt in Kooperation mit der Professur für
Allgemeine Biochemie der TU Dresden.
In einem ersten Arbeitsschritt werden rund 30 g Pflanzenmaterial unter nativen Bedin-
gungen aufgeschlossen (siehe Abschnitt 3.8.1). Nach dem Aufschluss erfolgt ein Zentrifu-
gationsschritt für 30min bei 19 000min−1 und 4 ◦C. Die anschließende Anreicherung der
Proteine unterscheidet sich von der in Abschnitt 3.8.1 beschriebenen Methode wie nachfol-
gend beschrieben.
Der nach der Zentrifugation resultierende Überstand wird je nach Probenvolumen über
eine 5ml bzw. 50ml Säule gereinigt (Chelating Sepharose Fast Flow). Die Säule muss vor
dem Beladen mit dem Überstand mit drei Säulenvolumen destilliertemWasser gewaschen
und anschließend mit dem Säulenmaterial Ni2+-Ionen beladen werden. Die nachfolgende
Äquilibrierung der Säule erfolgt mit 5 Säulenvolumen Waschpuffer. Der Probenrohextrakt
wird danach auf die vorbereitete Säule mit einer Flussrate von 1mlmin−1 aufgetragen. Um
nicht gebundene Proteine zu entfernen, muss die Säule anschließend mit Waschpuffer gespült
werden. Dafür wird die Absorption der Proteine bei 280 nm beobachtet, bis keine weiteren
Änderungen der Absorption detektiert werden können. Im Anschluss kann über einen linea-
ren Gradienten von 30mM bis 500mM Imidazol über eine Dauer von 60min eluiert werden
(Elutionspuffer entspricht Waschpuffer mit entsprechenden Imidazolkonzentrationen).
Die einzelnen Elutionsfraktionen werden getrennt gesammelt und mittels SDS-Poly-
acrylamid-Elektrophorese näher analysiert (siehe auch Abschnitt 3.8.3). Fraktionen, welche
die Proteine mit entsprechender Größe enthalten, werden vereinigt, dialysiert und konzen-
triert (10 : 1). Die Dialyse erfolgt gegen 20mM Kaliumphosphat-Puffer + 20% Glycerin über
Nacht. Um die verdünnten Proben zu konzentrieren, werden diese mittels Ultrafiltration
in einer Amicon-Ultrafiltrationszelle mit einer Diaflo®-Membran PM30 konzentriert. Die
angereicherten Enzyme können anschließend auf deren Aktivität hin getestet werden. Die
einzelnen Komponenten sowie die eingesetztenMengen für den Enzymtest sind in Tabelle 3.5
dargestellt. Der so angesetzte Enzymtest wird für 60min bei 30 ◦C inkubiert. Die Reaktion
wird bei 99 ◦C für 5min abgestoppt. Die Auswertung der Aktivität der Halogenasen erfolgt
mittels Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) und der Zuordnung der jeweiligen
Peaks durch mitgeführte Standards und deren Retentionszeiten. Dabei wird ohne eine weitere
Reinigung, direkt der Enzym-Ansatz in die HPLC injiziert. Die verwendeten Laufmittel und
Bedingungen für die HPLC sind Abschnitt 3.12.4.2 zu entnehmen.
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Tabelle 3.5: Reaktionsansatz für einen Enzym-Assay
Komponente Menge
FAD 10 µl
bakterielle Flavinreduktase 2 µl
L – Tryptophan 10 µl
NaCl 5 µl
NADH 9,5 µl
gereinigtes Enzym 172 µl
Kaliumphosphatpuffer (100mM)
16,4 g l−1 KH2PO4
3,9 g l−1 K2HPO4
pH= 7,2
Waschpuffer
20mM Kaliumphosphatpuffer
500mM NaCl
50mM Imidazol
pH= 7,2
3.11 Etablierung einesVersuchsaufbaus zum Einsatz von Auxin
unter Lichteinfluss über längere Zeiträume
Auxine sind Stoffe, die unter Einfluss von UV-Licht abgebaut werden (Dunlap et al. 1986).
Da in verschiedenen Versuchen der Einfluss von IAA und Cl-IAA auf das Wachstum von
Pflanzen und verschiedene Mikroorganismen näher betrachtet werden soll, muss ein System
etabliert werden, bei welchem der Abbau der Auxine im Licht reduziert werden kann. Stasi-
nopoulos und Hangarter (1990) konnten in Versuchen mit gelbem Acrylglas zeigen, dass der
Abbau von IAA und IBA über längere Zeiträume verhindert werden kann. Im Folgenden
werden zwei sehr ähnliche gelbe Acrylglasvarianten (PLEXIGLAS® und Perspex®) auf deren
mögliche Verwendung zum verminderten Abbau von IAA näher untersucht. Die Acrylglas-
hauben werden wie in Abbildung 3.6 zusammengesetzt und über die zu untersuchenden
Proben gesetzt. Es werden verschiedene Auxine sowohl in flüssigem als auch in Agar-haltigem
Medium über 17 Tage getestet.
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(a) Acrylglas Perspex® Fluorescent (b) PLEXIGLAS® GS allround
Abbildung 3.6: Acrylglasglashauben zur Erhöhung der Stabilität von IAA während eines Versuches
unter Lichteinwirkung.
Zu verschiedenen Zeitpunkten werden Proben genommen und die Menge an IAA imMe-
dium bestimmt. Die Extraktion von IAA aus flüssigen Kulturen erfolgt wie in Abschnitt 3.12.2
beschrieben.
3.12 Analytik
3.12.1 Extraktion vonTryptophan aus festemMedium
Für die Extraktion von Tryptophan aus festem Medium wird das Ionenaustauscherharz
DOWEX® 1X8 (400) (Serva) verwendet. Die Präparation der Chromatographie-Säulen findet
verändert nach Brown et al. (2012) statt. Die Durchführung wird für die Anwendung von
3ml Leersäulen modifiziert. Zur Quellung des Säulenmaterials wird die benötigte Menge
DOWEX® 1X8 (400) mit Tris-HCl (pH= 7) suspendiert und für mindestens 2 h inkubiert.
Anschließend wird das Material dreimal mit Tris-HCL gewaschen und für das Befüllen der
Säule eine Konzentration von 0,5 gml−1 DOWEX hergestellt. Die leere Säule wird am Boden
mit Watte gestopft und die Dowex-Suspension in die Säule gegeben. Zur Sedimentation wird
die Säule über Nacht kühl gelagert und kann am nächsten Tag verwendet werden.
Die Extraktion von Tryptophan aus Agarplatten erfolgt nach einer abgewandelten Me-
thode von Allen und Baker (Allen und Baker 1980). Die Methode muss zur Verwendung
von DOWEX® 1X8 (400) (Anionenaustauscher) anstatt DOWEX® W50 (Kationenaustau-
scher) modifiziert werden. In einem ersten Arbeitsschritt werden die gefrorenen Agarplatten
mit einer Aceton/Wasser-Lösung (8:1; V/V) homogenisiert (1ml pro 5 g Agar) und in ein
50ml Reaktionsgefäß überführt. Der Mörser wird mit 1ml Pufferlösung gespült und das
Homogenat anschließend zentrifugiert (5000min−1 für 10min bei Raumtemperatur). Der
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Überstand wird abgenommen, der pH > 7 eingestellt und die Lösung auf die zuvor präparierte
Chromatographie-Säule gegeben. Die Säule wird mit 5 Säulenvolumen Wasser gewaschen
und der Durchfluss verworfen. Auf die Säule wird anschließend ein Säulenvolumen Elutions-
puffer gegeben und für einige Minuten auf der Säule inkubiert. Das anschließend erhaltene
Eluat muss nach Verlassen der Säule bis zur Trockne einrotiert werden. Das Rücklösen der
Probe erfolgt mittels Methanol, welches in ein 1,5ml Reaktionsgefäß überführt wird. Durch
gasförmigen Stickstoff wird das Eluat nochmals eingeengt und in einem definierten Volumen
(MeOH/Wasser 50 : 50; V/V) gelöst. Die anschließende Identifizierung des Tryptophans er-
folgtmittels HPLC undRetentionszeiten eines Tryptophan-Standards (siehe Abschnitt 3.12.4).
Eine Lagerung der Proben bei −20 ◦C ist für mehrere Tage möglich.
Extraktionspuffer
Aceton/Wasser-Lösung (8:1; V/V)
Elutionspuffer
5% Essigsäure in Methanol (V/V)
3.12.2 Extraktion von Auxinen aus flüssigemMedium
Die zu untersuchenden flüssigen Medien werden je nach Versuchsaufbau zu unterschied-
lichen Zeitpunkten geerntet. Das flüssige Medium wird zur Extraktion von IAA in 50ml
Reaktionsgefäße überführt und bis zur späteren Probenaufbereitung bei −20 ◦C gelagert.
Zur Aufbereitung der Proben werden diese bei Raumtemperatur aufgetaut und anschlie-
ßend der pH-Wert der Proben auf 3,0 eingestellt. Durch diesen niedrigen pH-Wert wird der
isoelektrische Punkt von IAA und Cl-IAA (pKs 4,75) unterschritten, sodass sich die ver-
schiedenen Auxine bei der späteren Lösungsmittelextraktion mit Ethylacetat der organischen
Phase befinden. Die Proben werden zweimal mit dem gleichen Probenvolumen Ethylacetat
ausgeschüttelt. Durch Zentrifugation bei 2000min−1 für 7min bei Raumtemperatur werden
die Phasen getrennt und die oberen, organischen Phasen abgenommen. Die beiden organi-
schen Phasen werden vereinigt und mittels Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt.
Zum Rücklösen der Proben werden die verwendeten Kolben mit 1ml Methanol gespült. Das
Methanol wird abgenommen und in ein 1,5ml Reaktionsgefäß überführt. Das Methanol
wird mithilfe von gasförmigem Stickstoff nochmals eingedampft und anschließend in einem
definierten Volumen (MeOH/Wasser 50 : 50; V/V) gelöst. Die Proben werden anschließend
in Probenfläschchen für die HPLC überführt und am selben Tag gemessen. Eine Lagerung
der Proben über einen längeren Zeitraum ist nicht möglich. Die Zuordnung der einzelnen
Peaks erfolgt mittels der Retentionszeiten von mitgeführter Standardsubstanzen.
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3.12.3 Extraktion von Auxinen aus festemMedium
Die zu untersuchenden festen Medien werden je nach Versuchsaufbau zu unterschiedlichen
Zeitpunkten geerntet und bis zur späteren Probenaufbereitung bei −20 ◦C gelagert.
Der gefrorene Agar wird aus den Kunststoffpetrischalen in einen Mörser überführt und
homogenisiert. Um den Agar aus den zu analysierenden Proben zu entfernen, werden die tief-
gekühlten Platten mit Imidazol-Isopropanol-Lösung (35 : 65; V/V; 0,2M Imidazol und 50%
Isopropanol) gemischt (1ml pro 5 g Agar) und in ein 50ml Reaktionsgefäß überführt. Der
Mörser wird mit 1ml Pufferlösung gespült und alles anschließend zentrifugiert (5000min−1
für 10min bei Raumtemperatur). Der Überstand wird abgenommen und die Probe bis auf
die wässrige Phase eingeengt. Anschließend erfolgt die Reinigung wie in Abschnitt 3.12.2 be-
schrieben, indem der pH-Wert auf pH= 3 gesenkt wird und die Extraktion mittels Ethylacetat
erfolgt.
3.12.4 Messung vonTryptophan und Auxinmittels HPLC
Sowohl zur Messung der Tryptophane als auch verschiedener Auxine wird die Analyse mittels
HPLC vorgenommen. Allgemein wird bei dieser Methode eine Trennung von Stoffgemischen
aufgrund ihrer Wechselwirkungen mit einer mobilen (Laufmittel) und einer stationären
Phase (Chromatographiesäule) verstanden. Als stationäre Phase dient hier eine C18-Säule
(Eurosphere reverse phase C18 HPLC-Säule). Beide zu untersuchenden Stoffe sind unpolar,
was eine gute Trennung mit dem Kieselgel durch die C18-Ketten (unpolare Oberfläche) er-
möglicht. Im Folgenden sind die verwendeten Laufmittel und Programme näher beschrieben.
In beiden Fällen wird die HPLC Anlage von Jasco® verwendet. Die einzelnen Komponenten
der Anlage sind in Tabelle 2.1 aufgeführt. Für jede Probe werden von dem UV- und Fluores-
zenzdetektor Chromatogramme aufgezeichnet und die jeweiligen Substanzen anhand der
Retentionszeiten von mitgeführter Standardsubstanzen identifiziert.
3.12.4.1 Messung von Auxin
Zur Analyse der Konzentrationen von IAA und Cl-IAA aus den Medien wird ein Gradien-
tenprogramm mit einem Lösungsmittelgemisch aus Methanol und 1% Essigsäure verwendet.
Der genaue Gradientenverlauf ist Abbildung 3.7 zu entnehmen. Die Flussrate beträgt konstant
0,7mlmin−1 und das Injektionsvolumen sind 50 µl.
Da indolische Verbindungen UV-Licht absorbieren können, erfolgt die Detektion mit
einem UV-Detektor bei 280 nm. Zusätzlich dazu wird die Probe mit einem Fluoreszenz-
detektor vermessen. Die Sensitivität dieses Detektors ist deutlich höher. Es ist jedoch nicht
möglich, die chlorierten Indole mit diesem Detektor zu erfassen. Daher werden immer beide
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Abbildung 3.7: Gradientenverlauf und Zusammensetzung des Laufmittels zur Trennung von Auxinen
Detektoren zur Analyse eingesetzt. Nach erfolgter Analyse der Proben wird die Säule für
mindestens 1 h mit 1mlmin−1 Methanol gespült.
3.12.4.2 Messung vonTryptophan
Für die Analyse der Tryptophane werden zwei verschiedene Trennsysteme verwendet. Für
die Messungen der Konzentrationen von Tryptophan und Cl-Tryptophan aus den Medien
wird ein isokratisches Trennsystem mit einem Laufmittelgemisch aus Komponente A und
Komponente B verwendet. Die Detektion erfolgt mit dem UV-Detektor bei 230 nm. Die
Flussrate beträgt 0,7mlmin−1 und das Injektionsvolumen ist 50 µl. Nach erfolgter Analyse
der Proben wird die Säule für mindestens 1 h mit 1mlmin−1 MeOH gespült.
Komponente A
Wasser/Methanol-Lösung (30:70; V/V)
Komponente B
6 g l−1 Ammoniumacetat
1,5 g l−1 Schwefelsäure
Die Analyse der Tryptophane aus den Enzymtests erfolgt mittels eines HPLC Systems (Knau-
er) an der Professur für Allgemeine Biochemie der TU Dresden. Bei dieser Analyse wird
ebenfalls ein isokratisches Laufmittel verwendet, welches sich aus Methanol/Wasser/Trif-
luroessigsäure (40:60:0,1; V/V/V) zusammensetzt. Das Injektionsvolumen beträgt 50 µl. Die
Absorption erfolgt bei 220 nm mit einer Flussrate von 1mlmin−1.
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3.12.5 Messung indolischer Verbindungenmittels LC-MS
Für die Bestimmung chlorierter Verbindungen aus Arabidopsis thaliana wird entweder direkt
frisches Pflanzenmaterial verwendet oder dieses gefriergetrocknet. Die Trocknung der Proben
ermöglicht es, diese für längere Zeit bei −20 ◦C zu lagern. Die getrockneten Proben werden
zu einem feinen Pulver homogenisiert (Kugelmühle oder Mörser), die Probenmenge (je
ca. 50mg) für die spätere Quantifizierung abgewogen und in ein Reaktionsgefäß überführt.
Pro 50mg trockenem Pflanzenmaterial werden 1,5ml Methanol hinzugegeben, für eine
Minute gevortext und für weitere 15min auf einem Rotator inkubiert. Das frische Pflanzen-
material wird in einem Mörser mit Methanol homogenisiert (pro 200mg 1ml) und in ein
Reaktionsgefäß überführt. Die Proben werden für 20min bei 12 000min−1 zentrifugiert und
der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Das Methanol wird unter Stickstoff
zur Trockne eingeengt und die Proben anschließend in 200 µl Methanol gelöst.
Die Messung der verschiedenen chlorierten indolischen Verbindungen erfolgt in Koope-
ration mit Prof. Sarah O’Connor und Dr. Lorenzo Caputi (John Innes Centre, Norwich, GB).
Für die Analyse wird das Waters Acquity UPLC System verwendet, welches mit dem Xevo
TQS (Waters) Massenspektrometer gekoppelt ist. Die Trennung der Proben erfolgt mittels
einer C18 Säule (Acquity BEH C18 1.7 m 2,1× 50mm) die auf 35 ◦C temperiert wird. Für die
Analyse wird ein Gradient aus Komponente A und Komponente B verwendet. Die genaue
Zusammensetzung des Laufmittelgradienten ist Tabelle 3.6 zu entnehmen. Die Flussrate
beträgt 0,35mlmin−1 und das Injektionsvolumen ist 2 µl.
Tabelle 3.6: Gradientenverlauf für die LC-MS
Zeit Laufmittelkomponente B /%
0 1
6 60
6,5 60
6,6 100
8,5 100
Komponente A
Wasser mit 0,1 % Methansäure (V/V)
Komponente B
Acetonitril mit 0,1 % Methansäure (V/V)
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3.13 Statistik
Die Auswertung der Daten erfolgt mit Hilfe einer Statistik- und Analyse-Software1. Vor
der Analyse der Daten muss der Versuchsaufbau des jeweiligen Experimentes jedoch genau
betrachtet werden.
Für die Versuche bei denen das Wurzelwachstum von Arabidopsis thaliana näher be-
trachtet werden soll, erfolgt die Anzucht der Pflanzen auf MS-Agar-Platten. Auf jeder Platte
befinden sich sieben Pflanzen einer Linie. Die Wachstumsbedingungen jeder einzelnen Plat-
te unterscheiden sich z. B. durch die Dicke der MS-Agar-Platten, der Standort der Platten
innerhalb des Versuchsaufbaus oder die Pflanzendichte innerhalb einer Platte. Diese zufäl-
lig wirkenden Effekte können in der Summe einen großen Einfluss auf die Messergebnisse
haben. Aus diesem Grund wird bei der Betrachtung der Wurzellängen für jede Linie der
Intraklassen-Korrelationskoeffizient (ICC) nach (3.3) berechnet.
ICC =
Var(Platte)
Var(Platte) + Var(Fehler)
(3.3)
Der daraus ermittelte Wert ist ein Maß für die Homogenität der Beobachtung innerhalb
der Stufe eines zufälligen Faktors relativ zur Varianz dieser Beobachtung zwischen den Fak-
toren (Hays 1988). Der zufällige Faktor Platte darf nur dann vernachlässigt werden, wenn
der Koeffizient einen Wert nahe oder gleich Null erreicht. In die Analyse des Koeffizien-
ten fließen bei Untersuchungen zwischen demWildtyp und den verschiedenen transgenen
Linien beide Genotypen mit ein. Bei Versuchen ohne Genotypen-Betrachtung erfolgt nur
die Untersuchung der jeweiligen Versuchsbedingungen am Messtag. Bei diesen Analysen
zeigte sich, dass der Faktor Platte als zufälliger Effekt in die Berechnungen mit einbezogen
werden muss. Die Messwerte aller durchgeführten Wachstumstests werden des Weiteren auf
Normalverteilung getestet. Die Überprüfung erfolgt mittels Kolmogorov-Smirnov-Test mit
dem Statistikprogramm. Aufgrund der Ergebnisse ist keine signifikante Abweichung von der
Normalverteilung festzustellen (Ergebnisse nicht dargestellt). Als feste Faktoren werden der
Genotyp sowie die Behandlung in die Berechnung einbezogen. Da es sich bei den Fakto-
ren um eine Kombination aus zufälligen und festen Faktoren handelt, wird das gemischte
Varianzmodell verwendet (ANOVA, Typ III). Das Signifikanzniveau wird mit α = 0,05
festgelegt.
Für alle weiteren Untersuchungen wir ein t-Test für unabhängige Stichproben durchge-
führt. Das Signifikanzniveau wird ebenfalls mit α = 0,05 festgelegt.
1IBM SPSS Statistics, Version 20, IBM Corp.
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3.14 Sequenzanalyse
ZurAuswertung der verwendeten Sequenzdatenwird das AnalyseprogrammApE –A plasmid
Editor in der Version 2.0.37 verwendet.2 Weiterhin wurden mit diesem Programm die in
silico-Rekombinationsreaktionen der BP- und LR-Reaktion sowie die Berechnungen der zu
erwartenden PCR-Produktgrößen durchgeführt.
Alle Alignments werden mit MUSCLE (Edgar 2004) erstellt und TEXshade (Beitz 2000)
dargestellt.
In den folgend dargestellten Alignments ist zu beachten, dass übereinstimmende Nukleo-
tide in der Zeile Übereinstimmungmit * gekennzeichnet sind. Nicht übereinstimmende
Nukleotide sind zusätzlich dazu rot markiert.
2Davis, M. W.: ApE –A plasmid Editor. URL: http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape
(02.12.2016)
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Ziel dieser Arbeit ist es, mithilfe bekannter bakterieller Tryptophan-Halogenasen in der
Modellpflanze Arabidopsis thaliana neue, halogenierte Verbindungen zu erzeugen und die-
se hinsichtlich deren Wirkung auf Pflanzen und Mikroorganismen näher zu untersuchen.
Besonderes Augenmerk wurde dabei auf mögliche chlorierte Intermediate des Indols gelegt,
welche von der Aminosäure Tryptophan abgeleitet werden. ImMittelpunkt standen weiterhin
Untersuchungen des Einflusses dieser halogenierten Verbindungen auf das Wachstum, den
Phänotyp und eine mögliche veränderte Abwehr gegenüber phytopathogenen Pilzen und
Bakterien.
4.1 Sequenzoptimierung bakterieller Tryptophan-Halogenasegene
für die Expression in Arabidopsis thaliana
Die Sequenzoptimierung war erforderlich, da unterschiedliche Organismen bestimmte Co-
dons unterschiedlich stark nutzen. Es ist möglich, dass die eingeführten bakteriellen Gene
in einem pflanzlichen System nicht oder nur gering exprimiert werden. Des Weiteren ist
das Startcodon des bakteriellen Tryptophan-6-Halogenasegens thiH ein GTG, was in ei-
nem pflanzlichen System nicht zum Start der Transkription führen würde. Um dieses als
mögliche Fehlerquelle auszuschließen, wurden Sequenzoptimierungen der drei bakteriellen
Tryptophan-Halogenasegene (siehe Abschnitt 3.6) vorgenommen und diese anschließend
heterolog in Arabidopsis thaliana exprimiert. Exemplarisch ist in Abbildung 4.1 ein Teil eines
Nukleotid-Sequenzvergleichs des inArabidopsis thaliana enthaltenen Gens der Tryptophan-6-
Halogenase AtpyrH mit dem optimierten Tryptophan-6-Halogenasegen AtpyrHopt darge-
stellt. Bei dieser Anpassung werden die späteren Aminosäurecodes beibehalten, die codieren-
den Triplets auf Nukleotidebene jedoch an die Modellpflanze angepasst. Aus diesemVergleich
wird ersichtlich, dass die Nukleotid-Sequenzen in einigen Bereichen durch den Austausch
einzelner Basen angepasst wurden. Es zeigt sich jedoch auch, dass nach der Optimierung
viele homologe Bereiche zwischen den Sequenzen existieren. Für weiterführende Untersu-
chungen, z. B. die Analysen der Expression mittels qPCR, wurden Primer vornehmlich in
diese Regionen gelegt, um einen direkten Vergleich der Expression dieser Gene vornehmen
zu können. In beiden Sequenzen wurden Codons eingefügt, welche am N-Terminus für einen
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10. 20. 30. 40.
Trp6 ATGTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAGTGGACAATCGAA
Trp6O ATGTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAA...GATAACAGGA
Übereinstimmung *************************** ** ** * *
50. 60. 70. 80.
Trp6 TCAAGACAGTCGTGATCCTGGGCGGCGGCACCGCCGGCTG
Trp6O TCAAGACCGTGGTGATCCTCGGAGGTGGAACTGCTGGATG
Übereinstimmung ******* ** ******** ** ** ** ** ** ** **
90. 100. 110. 120.
Trp6 GATGACTGCGGCGTATCTCGGCAAGGCGCTGCAGAACACG
Trp6O GATGACTGCTGCTTATCTTGGAAAGGCTCTCCAGAACACC
Übereinstimmung ********* ** ***** ** ***** ** ********
130. 140. 150. 160.
Trp6 GTGAAGATCGTGGTCCTGGAGGCGCCCACCATCCCGCGGA
Trp6O GTGAAGATCGTTGTTCTTGAGGCTCCTACCATCCCTAGAA
Übereinstimmung *********** ** ** ***** ** ******** * *
170. 180. 190. 200.
Trp6 TCGGTGTGGGCGAAGCCACCGTCCCCAACCTGCAGCGCGC
Trp6O TCGGAGTTGGAGAAGCTACTGTGCCTAACCTCCAGAGGGC
Übereinstimmung **** ** ** ***** ** ** ** ***** *** * **
210. 220. 230. 240.
Trp6 GTTCTTCGACTACCTCGGCATCCCCGAGGAGGAGTGGATG
Trp6O TTTCTTCGATTACCTTGGAATCCCTGAAGAGGAATGGATG
Übereinstimmung ******** ***** ** ***** ** ***** ******
250. 260. 270. 280.
Trp6 CGCGAGTGCAACGCCAGTTACAAGATGGCGGTGAAGTTCA
Trp6O AGAGAGTGCAACGCTTCTTACAAGATGGCTGTGAAGTTTA
Übereinstimmung * *********** ************ ******** *
290. 300. 310. 320.
Trp6 TCAACTGGCGCACACCGGGGGAGGGCAGCCCGGATCCCCG
Trp6O TCAATTGGAGGACCCCTGGTGAGGGATCTCCTGATCCTAG
Übereinstimmung **** *** * ** ** ** ***** ** ***** *
Abbildung 4.1: Auszug aus einem Nukleotid-Sequenzalignment der Gene für die originale bakteri-
elle und optimierte Tryptophan-6-Halogenase. Dargestellt ist mit Trp6 die Nukleotid-Sequenz der
originalen Tryptophan-6-Halogenase pyrH, mit Trp6O die für Arabidopsis thaliana optimierte Sequenz
pyrHopt. Sequenzübereinstimmungen sind mit * gekennzeichnet. Erfolgte ein Basenaustausch, ist
dieser zusätzlich rot markiert.
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Tabelle 4.1: Gegenüberstellung des GC-Gehaltes von bakteriellen und optimierten Halogenasegenen.
Gen GC-Gehalt /%
Tryptophan-5-Halogenase AtpyrH 68
Tryptophan-5-Halogenase optimiert AtpyrHopt 51
Tryptophan-6-Halogenase AtthiH 65
Tryptophan-6-Halogenase optimiert AtthiHopt 50
Tryptophan-7-Halogenase AtprnA 63
Tryptophan-7-Halogenase optimiert AtprnAopt 50
Strep-Tag und am C-Terminus für einen His-Tag codieren. Nach dem Startcodon ATG folgen
die für die Klonierung notwendigen att-sites von 24 bp. Durch die Sequenzoptimierung
konnte u. a. der hohe GC-Gehalt der bakteriellen Gene um jeweils ca. 15% gesenkt werden.
In Tabelle 4.1 sind die unterschiedlichen GC-Gehalte der bakteriellen und optimierten Gene
aufgeführt. Alle weiteren Alignments und somit auch die vollständigen Nukleotid-Sequenzen
der optimierten Gene für die Halogenasen sind im Anhang A.1 dokumentiert.
4.2 Charakterisierung der heterolog exprimierten Halogenasegene
in Arabidopsis thaliana
Die Integration der drei unveränderten sowie sequenzoptimierten Gene für die Tryptophan-
Halogenasen in die Modellpflanze Arabidopsis thaliana erfolgte mit dem Agrobacterium tum-
efaciens-StammGV3101 nach der „Floral dip“ Methode (Clough und Bent 1998) stabil in das
Genom der Pflanzen. Nach der Samenreife wurden die Samen gesammelt und nach Sterilisa-
tion auf das Selektionsmedium ausgebracht (siehe Abschnitt 3.1.1). Die auf diesem Medium
ausgekeimten Pflanzen wurden auf Erde umgesetzt und anschließend unter verschiedenen
Gesichtspunkten näher charakterisiert. Jede in der F0-Generation gekeimte Pflanze wurde als
individuelle Linie angesehen und, wie im Folgenden beschrieben, untersucht. Es wurden die
Nachweise der Integration des jeweiligen Halogenasegens mittels genomischer DNA sowie
ein Nachweis der Expression der Gene durch cDNA durchgeführt. Die individuellen Linien
wurden auf Unterschiede in der Expressionsstärke, den Nachweis der Bildung der Proteine
sowie einer phänotypischen Charakterisierung unterzogen. Von ausgewählten Linien erfolgte
nach diesen Untersuchungen die Analyse des Metabolitenprofils. In Tabelle 4.2 sind die
Bezeichnungen der transgenen Linien in dieser Arbeit sowie die Anzahl der getesteten Linien
aufgeführt.
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Tabelle 4.2: Auflistung der generierten transgenen Arabidopsis thaliana-Linien. In dieser Übersicht
sind die Anzahl aller getesteten Linie und die Anzahl der Linien aufgelistet, bei denen eine Expression
ermittelt werden konnte.
Festgelegte
Bezeichnung der Linie
Anzahl Linien
gesamt getestet davonmit Expression
AtpyrH OX 6 6
AtpyrHopt OX 31 26
AtthiH OX 34 27
AtthiHopt OX 26 22
AtprnA OX 11 8
AtprnAopt OX 12 5
4.2.1 Nachweis der Integration der Tryptophan-Halogenasenmittels genomischer
DNA
In einem ersten Schritt wurden für alle sechs Konstrukte (vgl. Tabelle 2.9) F0-Pflanzen
auf eine mögliche Integration der Zielgene im Genom hin untersucht. Dazu wurde mit
verschiedenen Primerkombinationen die jeweilige Insertion nachgewiesen. Aufgrund der
Übersichtlichkeit erfolgt diese Betrachtung einzeln nach Konstrukten sowie exemplarisch
nur für einen Auszug an generierten Linien. Die Anzahl getesteter Linien ist Tabelle 4.2 zu
entnehmen. Exemplarisch erfolgt hier der Nachweis für das Tryptophan-5-Halogenasegen
AtpyrH. Die Nachweise der anderen Konstrukte finden sich zusammengefasst im Anhang A.2.
Abbildung 4.2: Ausschnitt des Zielvektors pMDC32+35S::PyrH. Die dargestellten genetischen
Elemente sind der 35S-Promotor (35S), das Tryptophan-5-Halogenasegen AtpyrH, der Nos-Terminator
(Nos) sowie die Hygromycin-Resistenz. Ebenfalls beschrieben ist die Lage bestimmter Primer in den
jeweiligen Elementen. Die Orientierung der Primer ist mit einem Pfeil dargestellt.
Die verwendeten Primer für alle Tryptophan-Halogenasegene sind in Abschnitt 2.11
beschrieben. In Abbildung 4.2 ist ein Auszug des Zielvektors pMDC32+35S::PyrH dargestellt,
in welchem besondere genetische Elemente wie der 35S-Promotor und die Hygromycin-
Resistenz sowie der Lage und Orientierung der im Folgenden verwendeten Primer abgebildet
sind.
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Für das Tryptophan-5-Halogenasegen AtpyrH erfolgte der Nachweis der Integration
des Gens für sechs verschiedene Linien. Mit den Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass alle der hier getesteten Linien das Halogenasegen AtpyrH enthalten. In Abbildung 4.3
sind die Ergebnisse dieser Untersuchung zusammengefasst. Mit der Primerkombination A
(Sequ3 + Sequ5) konnte eine Teilsequenz der Halogenase nachgewiesen werden. Mit der
Primerkombination B konnte zusätzlich die für die Selektion der Pflanzen notwendige Hy-
gromycin-Resistenz bestätigt werden. Mit beiden Primerkombinationen wurde jeweils das
PCR-Produkt mit der zu erwartenden Größe amplifiziert. Genomische DNA vomWildtyp
wurde als Negativkontrolle mitgeführt und zeigte keine PCR-Produkte. Die Pflanzen bei
welchen mittels genomischer DNA der Nachweis der Integration der Halogenasegene positiv
erfolgte, wurden nachfolgend auf eine mögliche Expression der Gene untersucht.
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Abbildung 4.3: Ergebnisse des Nachweises der Integration des Tryptophan-5-Halogenasegens AtpyrH
in Arabidopsis thalianamittels genomischer DNA. Die Abbildung zeigt mithilfe verschiedener Primer-
kombinationen den Nachweis der Integration des Halogenasegens und der Hygromycin-Resistenz.
Mit der Primerkombination A wird bei erfolgreicher Integration des Halogenasegens eine Teilsequenz
dieses Gens durch die Primer Sequ3+ Sequ5 mit einer Größe von 867 bp nachgewiesen. Mit der
Primerkombination B wird durch die Verwendung des Insert-Primers Sequ2 sowie eines Primers in der
Hygromycin-Resistenz Hyg-rev ein PCR-Produkt mit einer Größe von 2553 bp amplifiziert.
4.2.2 Nachweis der Expression der Tryptophan-Halogenasen
Bei den eingebrachten Halogenasegenen handelt es sich im Ursprung um bakterielle Gene.
Aus diesem Grund gibt es in den vorliegenden Sequenzen keine Introns und somit keine
Sequenzunterschiede zwischen gDNA und cDNA. Das Fehlen von Introns erschwert den
eindeutigen Nachweis einer Expression der verschiedenen transgenen Linien. Um dieses
Problem zu umgehen, wurde bei der Erstellung der cDNA darauf geachtet, dass eine soge-
nannte Reverse Transkriptase Negativ-Kontrolle (RT−) mitgeführt wird. Bei diesen Proben
wird bei der cDNA-Synthese gemäß Herstellerangaben verfahren, jedoch in den Ansatz kein
Enzym hinzugegeben. Somit kann ggf. noch vorhandene gDNA in den Proben nachgewiesen
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werden. Neben diesen Kontrollen wird im Weiteren bei jeder Analyse eine Primerkombi-
nation verwendet, die als Negativkontrolle fungiert. Bei dieser speziellen Kontrolle können
PCR-Produkte nur von genomischer DNA amplifiziert werden. Dabei handelt es sich um
eine Primerkombination aus einem Insert-Primer und einem Primer, welcher entweder im
Promotor oder einer anderen nicht transkribierten Stelle der eingebrachten Zielsequenz
liegt. Auf die jeweiligen Primerkombinationen wird bei dem entsprechenden eingebrachten
Konstrukt näher eingegangen.
Zusätzlich wird mithilfe eines Referenzgens (YLS8) die Qualität der cDNA geprüft. Die
Expression dieses Gens findet in allen Geweben und allen Entwicklungsstadien der pflanzli-
chen Entwicklung statt und wird nicht durch verschiedene Stressfaktoren beeinflusst. Ein
weiterer positiver Aspekt bei der Verwendung dieses Referenzgens ist, dass es in dem zu
amplifizierenden Bereich ein Intron besitzt, was eine Unterscheidung zwischen gDNA und
cDNA ermöglicht.
Aufgrund der Übersichtlichkeit erfolgt auch bei diesen Untersuchungen lediglich die
Betrachtung einzelner transgener Linien des Tryptophan-5-Halogenasegens AtpyrH. Die
Nachweise für die Expression der anderen Konstrukte finden sich im Anhang A.2.
In Abbildung 4.4 sind die PCR-Ergebnisse für den Nachweis der Expression der verschie-
denen Linien gezeigt. Als Kontrollen werden sowohl gDNA als auch cDNA vomWildtyp
mitgeführt. Die Lage verwendeten Primer ist Abbildung 4.2 zu entnehmen.
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Abbildung 4.4: Ergebnisse des Nachweises der Expression des Tryptophan-5-Halogenasegens
AtpyrH in Arabidopsis thaliana. Die Abbildung zeigt mithilfe verschiedener Primerkombinationen den
Nachweis der Expression von verschiedenen unabhängigen Linien. Das Referenzgen YLS8 wird mit der
Primerkombination A nachgewiesen (YLS8 genom fw+YLS8 rv cDNA=572 bp, gDNA=1037 bp). Mit
der Primerkombination B wird bei Expression des Halogenasegens durch die Primer Sequ3 + Seuq5
ein PCR-Produkt mit einer Größe von 867 bp nachgewiesen. Für die Primerkombination C werden
mit den Primern pENTR-Trp6fw+ Sequ5 für cDNA keine Amplifikate erwartet. Bei Verunreinigungen
mit genomischer DNA kann mittels dieser Primerkombination ein PCR-Produkt mit einer Größe von
2282 bp amplifiziert werden. RT−= Reverse Transkriptase Negativkontrollen.
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In einem ersten Schritt wurde die Qualität der cDNA mittels des Referenzgens YLS8 (A)
analysiert. Es zeigt sich, dass die cDNA von ausreichend guter Qualität ist und in fast allen Pro-
ben keine gDNA vorhanden ist. Verunreinigungen der Proben mit gDNA können anhand der
unterschiedlichen Produktgrößen des Referenzgens sowie durch die RT-Negativkontrollen
nachgewiesen werden. Die Linie AtpyrH OX_7 zeigt bei der RT-Negativkontrolle eine schwa-
che Bande auf der entsprechenden Höhe des PCR-Produktes von gDNA (1037 bp). Durch
die Primerkombination B wird eine Teilsequenz des Tryptophan-5-Halogenasegens AtpyrH
amplifiziert. Für alle getesteten Linien war dieser Nachweis erfolgreich. Daraus kann ge-
schlossen werden, dass alle der hier getesteten Linien eine Expression des Gens aufweisen.
Die Linie AtpyrH OX_7 zeigt dabei erneut bei der RT-Negativkontrolle ein schwaches Signal.
Dies beweist eine leichte Verunreinigung dieser Proben mit gDNA.
Bei der dritten Primerkombination C (pENTR-Trp6fw + Sequ5) liegt der Forward-Primer
vor dem Promotor, was dazu führt, dass ein PCR-Produkt nur auf gDNA nachgewiesen
werden kann. Diese Kombination dient als Negativkontrolle und gibt einen weiteren Hinweis
auf Verunreinigungen der Proben mit gDNA. Keine der getesteten Proben zeigt bei dieser
Kombination ein Signal. Auch bei der Linie AtpyrH OX_7 wird kein Signal detektiert, weshalb
diese Linie ebenfalls weiterführend untersucht wird.
4.2.3 Quantitative Expressionsanalyse der Halogenasegenemittels qPCR
Nach denUntersuchungen einermöglichen Expression der individuellen Linien jedes Haloge-
nasegens, wurde eine quantitative Analyse der Genexpression mittels qPCR durchgeführt. Da
ein Vergleich mit demWildtyp nicht möglich ist, wird immer auf die Linie mit der schwächs-
ten Expression normiert. Bei der Erstellung der Primer für diese Analysen wurde darauf
geachtet, dass ein direkter Vergleich zwischen den jeweiligen optimierten und originalen
Halogenasegenenmöglich ist. Es wurden entsprechende Primer verwendet, welche bei beiden
Sequenzen binden (siehe dazu Abschnitt 2.11). Aus diesem Grund kann nachfolgend auf die
Linien der optimierten und originalen bakteriellen Gene vergleichend eingegangen werden.
Die Ergebnisse der qPCR-Analysen für die verschiedenen Linien von AtpyrH und At-
pyrHopt sind in Abbildung 4.5 A dargestellt. Es zeigt sich, dass die Linien Unterschiede in
der Expression des jeweiligen Halogenasegens aufweisen. Die Linie AtpyrH OX_8 zeigt bei
diesem Vergleich die schwächste Expression, weshalb sowohl die Linien von AtpyrH als auch
AtpyrHopt auf diese normiert wurden und der Wert für diese Linie auf 1 gesetzt. Ausgehend
von dieser Linie zeigen alle anderen eine leichte bis starke Aufregulation. Das Expressions-
niveau der Linie AtpyrHopt OX_7 ist bei dieser Betrachtung am höchsten. Die Linien mit
dem optimierten Halogenasegen AtpyrHopt zeigen im Allgemeinen eine höhere Expression
als die Linien des nicht optimierten Halogenasegens. Bei der Linie AtpyrHopt OX_4, die in
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Abbildung 4.5: Expressionsanalyse der Halogenasegene mittels qRT-PCR. Als Referenzgen wurde das
Gen YLS8 verwendet. Normiert wurde jeweils auf die Linie mit der niedrigsten Expression. A = AtpyrH
und AtpyrHopt, B = AtthiH und AtthiHopt, C = AtprnA und AtprnAHopt. Es wurden 14 Tage alte, steril
angezogene Pflanzen für die Analysen verwendet.
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der Grafik nicht dargestellt ist, konnte bei diesen Untersuchungen keine Expression ermittelt
werden. In den Voruntersuchungen (siehe Anhang A.2) war jedoch festzustellen, dass diese
Linie die Halogenase exprimiert. In den weiterführenden Untersuchungen zur phänotypi-
schen Charakterisierung sowie der Analyse des Metabolitenprofils wird diese Linie, unter
Berücksichtigung dieser Ergebnisse, später mit einbezogen.
Für die Charakterisierung der beiden Tryptophan-6-Halogenasegene wurden acht in-
dividuelle Linien von AtthiH und sechs Linien von AtthiHopt miteinander verglichen. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 4.5 B zusammengefasst. Die Linie AtthiHopt OX_43 zeigt
beim Vergleich der beiden Gene die schwächste Expression, weshalb für beide Konstrukte
auf diese Linie normiert wurde und der Wert für diese auf 1 gesetzt. Für beide Gene zei-
gen sich linienabhängige Unterschiede in der Expression. In der Abbildung wird deutlich,
dass, anders als bei der Betrachtung von AtpyrH/AtpyrHopt, die Linien welche das originale
bakterielle Tryptophan-6-Halogenasegen AtthiH exprimieren im Allgemeinen ein höheres
Expressionsniveau aufweisen als die Linien mit dem optimierten Gen AtthiHopt.
Lediglich die Linie AtthiHopt OX_25 zeigt im direkten Vergleich zu den Linien von AtthiH
eine ähnlich erhöhte Expression. Alle weiteren Linien der optimierten Halogenase sind nicht
derartig stark reguliert. Ob die Sequenzoptimierung schlussendlich zu mehr Enzym und
chlorierten Metaboliten führt, muss im Folgenden noch näher untersucht werden.
Die quantitative Analyse der Expression der Tryptophan-7-Halogenasegene AtprnA und
AtprnAopt ist in Abbildung 4.5 C dargestellt. Von den Linien bei welchen eine Expression
von AtprnA gezeigt werden konnte, wurden für die quantitativen Analysen mittels qPCR
zufällig sechs Linien ausgewählt. Die Anzahl der auf Erde umgesetzten und daher möglichen
transgenen Linien war bei dem optimierten Tryptophan-7-Halogenasegen AtprnAopt im
Vergleich zu den anderen Genkonstrukten sehr gering. Dies liegt aber nicht zwangsläufig an
dem eingebrachten Konstrukt, sondern an der Transformationseffizienz bei der Herstellung
transgener Arabidopsis thaliana Pflanzen. Der Nachweis der Integration erfolgte für fünf
verschiedene Linien (siehe Anhang A.2.5) mittels genomischer DNA. Schlussendlich konnte
jedoch lediglich bei drei Linien eine Expression bestätigt werden, welche im Folgenden be-
trachtet werden. Die Linie AtprnAopt OX_7 zeigt bei dieser Analyse die niedrigste Expression.
Auf diese Linie wurde daher für beide Gene normiert und der Wert für diese Linie auf 1
gesetzt.
Sowohl für AtprnA als auch AtprnAopt zeigen sich ausgehend von dieser Linie für alle
weiteren getesteten Linien Aufregulationen. Das stärkste Expressionsniveau konnte für zwei
nicht optimierte Linien (AtprnA OX_6 und AtprnA OX_13) ermittelt werden. Ähnlich wie
bei dem Vergleich der Expression von AtthiH/AtthiHopt führte die Sequenzoptimierung des
Tryptophan-7-Halogenasegens nicht zu einer erhöhten Expression.
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4.3 Phänotypische Charakterisierung der transgenen Arabidopsis
thaliana-Linien
Ob undwelchen Einfluss die unterschiedlich starken Expressionen der Halogenasegene in den
verschiedenen transgenen Linien haben, wurde durch verschiedene phänotypische Analysen
näher untersucht.
Die Bonitur einzelner Entwicklungsstadien der Pflanzen erfolgte nach Boyes et al. (2001).
Bei dieser Analyse werden in einem zeitlichen Verlauf verschiedene Entwicklungsstadien
der Pflanzen untersucht. Die Bildung von Rosettenblättern, Knospen und das Blühverhalten
standen dabei im Fokus. Zur verbesserten Betrachtung der Pflanzen wurde eine neue Klasse
eingeführt, welche die Bildung der ersten Schote dokumentiert. Neben dieser Darstellung des
Phänotyps anhand von Entwicklungsstadien wurden zu verschiedenen Zeitpunkten auch die
Anzahl, der Durchmesser sowie die Form und Farbe der Rosettenblätter dokumentiert.
Im Folgenden sind die Ergebnisse dieser Untersuchungen vergleichend zwischen den
individuellen transgenen Linien für die optimierten und originalen Halogenasen zusammen-
gefasst.
4.3.1 Phänotypische Charakterisierung verschiedener transgener Linien von
AtpyrH und AtpyrHopt
In Abbildung 4.6 sind die Ergebnisse der Klassifizierung für die Linien AtpyrH und AtpyrHopt
zusammengefasst. DieAuswertung zeigt, dass esUnterschiede in der pflanzlichen Entwicklung
im Vergleich zum Wildtyp gibt. Nachfolgend wird daher auf Linien mit Besonderheiten
eingegangen.
Bei der Betrachtung der Effekte der Linien welche AtpyrH exprimieren (B) zeigt die Linie
AtpyrH OX_7 eine deutlich verfrühte Knospenbildung. Dies resultiert in einer beschleunigten
Gesamtentwicklung dieser Linie in der Gegenüberstellung zumWildtyp. Im Vergleich dazu
ist die Entwicklung anderer Linien, wie z. B. der Linie AtpyrH OX_17, verlangsamt. Vor
allem die Bildung der Knospen und die Ausbildung der ersten Blüten findet bei vielen Linien
verspätet statt. Auch einige Linien von AtpyrHopt (A) zeigen ein verändertes, in diesem Fall
verlangsamtes, Entwicklungsverhalten im Vergleich zumWildtyp. Vor allem die Bildung der
Knospen ist bei diesen Linien verzögert. Während beimWildtyp zwischen der Bildung von
zehn Blättern und der beginnenden Knospung nur zwei Tage liegen, erfolgt diese Entwicklung
bei einem Großteil der Linien der AtpyrHopt mit einer Verspätung von rund 14 Tagen. Die
Entwicklungsdauer aller folgenden Stadien ist ähnlich. Es kann keine entwicklungsphysio-
logische Entwicklung festgestellt werden, welcher auf die Expression der Halogenasegene
zurückzuführen ist.
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Abbildung 4.6: Phänotypische Charakterisierung der transgenen Arabidopsis thaliana Pflanzen,
welche die optimierte Tryptophan-5-Halogenasegene AtpyrHopt (A) und originale Halogenase
AtpyrH (B) exprimieren. Es wurden die Stadien 8 Blätter, 10 Blätter, Knospenbildung, Bildung der Blüte
sowie Schotenbildung über den Verlauf der Zeit betrachtet. Die Pflanzen wurden nach 10 Tagen
vom Selektionsmedium auf Erde umgesetzt. Zeitlich markiert sind die Tage des Eintrittspunktes der
Pflanzen in die jeweilige Kategorie. Das Erreichen der jeweiligen Kategorie erfolgte, wenn 66% der
untersuchten Pflanzen das jeweilige Merkmal aufwiesen. N > 30
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Zusätzlich zu den verschiedenen Entwicklungsstadien wurden neben dem allgemeinen
Aussehen auch der Durchmesser und die Anzahl der Rosettenblätter an Tag 31 bzw. 32
der Pflanzenentwicklung in Abbildung 4.7 dokumentiert. Hierbei ist festzustellen, dass es
individuelle Unterschiede zwischen den Linien gibt. Dennoch ist keine allgemeine Tendenz
bezüglich der Expression eines der Halogenasegene und den Phänotypen zu verzeichnen.
Einige Linien besitzen mehr oder weniger Rosettenblätter an Tag 31 bzw. die Rosette ist
ggf. auch größer oder kleiner im Vergleich zumWildtyp. Die Linie AtpyrH OX_7 mit der
verfrühten Knospung zeigt z. B. eine leicht geringere Anzahl Rosettenblätter. Die Größe der
Rosette am Tag 32 ist jedoch identisch. Auch bei der Betrachtung der anderen Linien der
AtpyrH (B) lassen sich derartige individuellen Unterschiede feststellen. So besitzt die Linie
AtpyrH OX_10 deutlich mehr Rosettenblätter, jedoch ist die Größe der Rosette deutlich
kleiner als beimWildtyp. Eine Korrelation zwischen den Entwicklungsstadien und der Größe
der Pflanzen lässt sich jedoch nicht ermitteln.
Die Linie mit der höchsten Expression (AtpyrHopt OX_7) zeigt imVergleich zumWildtyp
eine signifikant vergrößerte Rosette bei gleicher Anzahl an Rosettenblättern. Dieser Effekt ist
auch bei Linien mit einer deutlich niedrigeren Expression festzustellen. Bis auf die bereits
beschriebenen, leichten individuellen Veränderungen der Entwicklungsstadien der Pflanzen,
sind keine weiteren phänotypischen Unterschiede der Pflanzen hinsichtlich Farbe, Aussehen
der Rosettenblätter oder Wuchshöhe und Verzweigung erkennbar.
Aufgrund der Resultate der Analyse der Expression wird nachfolgend auf die Linie At-
pyrHopt OX_4 näher eingegangen werden. Bei dieser Linie wurde bei den Analysen für die
quantitative Expressionsanalyse lediglich eine sehr geringe Expression ermittelt. Bei der Be-
trachtung des Phänotyps zeigen sich jedoch keine Unterschiede zu Linien mit einer deutlich
höheren Expression. Bei der Analyse nach Boyes et al. (2001) ist diese Linie in der Entwick-
lung leicht verlangsamt, während die Größe und Anzahl der Rosettenblätter identisch mit
demWildtyp sind.
EineVerbindung zwischen Expression und Phänotyp ist bei allen Linien nicht nachweisbar.
Alle beschriebenen Effekte lassen sich auf individuelle Linieneffekte zurückführen, nicht
jedoch auf die Expression des eingeführten Halogenasegens.
4.3.2 Phänotypische Charakterisierung verschiedener transgener Linien von
AtthiH und AtthiHopt
Nachfolgend ist die Phänotypenanalyse von verschiedenen Linien welche die Tryptophan-6-
Halogenasegene AtthiH und AtthiHopt exprimieren unter verschiedenen Gesichtspunkten
zusammengefasst. In Abbildung 4.8 erfolgt zuerst die phänotypische Analyse nach verschie-
denen Entwicklungsstadien. Aus der Abbildung für AtthiH (B) und AtthiHopt (A) wird
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Abbildung 4.7:Wachstumsverhalten der transgenen Pflanzen welche die Tryptophan-5-Halogena-
segene AtpyrH und AtpyrHopt exprimieren. Betrachtet werden die Anzahl der Rosettenblätter am
Tag 31 nach Keimung der Pflanzen sowie der Durchmesser der Rosetten nach 32 Tagen. Signifikante
Unterschiede von p ≤ 0,05 im Vergleich zumWildtyp sind mit Stern *markiert. N > 30
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deutlich, dass es für einige Linien Unterschiede in der pflanzlichen Entwicklung im Vergleich
zumWildtyp gibt. Für die transgenen Linien von AtthiH ist festzustellen, dass einige Linien
eine leichte Entwicklungsverzögerung aufweisen. Vor allem die Knospen- und Blütenbil-
dung sind mit jeweils 8 bzw. 11 Tagen im Vergleich zumWildtyp, z. B. für die Linie AtthiH
OX_8, verlangsamt. Auch für einige Linien von AtthiHopt (A) wie z. B. AtthiHopt OX_9 ist
dieser Effekt erkennbar. Die meisten getesteten Linien zeigen jedoch eine ähnliche zeitliche
Entwicklung wie der Wildtyp.
Bei einem Vergleich von Expression und Entwicklungsstadien lassen sich keine eindeuti-
gen Korrelationen feststellen. Die Linie AtthiHopt OX_25 zeigt eine deutliche Aufregulation
des Halogenasegens, während die Linie AtthiHopt OX_8 eine deutlich niedrigere Regulation
zeigt. Bei einer Gegenüberstellung der einzelnen Entwicklungsstadien dieser beiden Linien,
zeigen diese kaum Abweichungen zueinander. Unterschiede in der Expression führen zu
keiner Veränderung in der Entwicklung der Pflanzen. Es sind linienspezifische Unterschiede
zu erkennen.
Nachfolgend wird, ergänzend zu diesen Untersuchungen, die Größe und Anzahl der Ro-
settenblätter für die beidenGenemiteinander verglichen. Die Ergebnisse dieser Betrachtungen
sind in Abbildung 4.9 dargestellt. Für die Expression des Tryptophan-6-Halogenasegens, hebt
sich bei dieser Betrachtung vor allem die Linie AtthiH OX_10 ab. Bei dieser kann sowohl eine
vergrößerte Rosette, als auch eine erhöhte Anzahl Rosettenblätter festgestellt werden, während
diese Linie bei der Analyse der Entwicklungsstadien keine Besonderheiten aufweist. Ferner
weist die Analyse der Expression des Halogenasegens dieser Linie imVergleich zu den anderen
Linien keine starke Regulation auf. Bei den Linien, welche bei der pflanzlichen Entwicklung
Wachstumsverzögerungen zeigten, können hier keine Unterschiede ermittelt werden. Die
Form und Farbe alle untersuchten Pflanzen sind mit denen des Wildtyps vergleichbar.
Für die Linien welche die optimierte Halogenase AtthiHopt exprimieren, kann für ei-
ne Vielzahl an Linien ein Unterschied in Anzahl und Durchmesser der Rosette aufgezeigt
werden. Die Linie AtthiHopt OX_13 besitzt sowohl eine verkleinerte Rosette als auch eine
geringere Anzahl an Rosettenblättern im Vergleich zumWildtyp. Aufgrund des nicht vor-
handenen Pflanzenmaterials fehlen für diese Linie Werte zur Aussage über die Expression,
wodurch eine genaue Auswertung nicht möglich ist. Auch die Linie AtthiHopt OX_43 zeigt
bei diesen Untersuchungen signifikante Veränderungen im Vergleich zumWildtyp, in Form
einer vergrößerten Rosette und einer erhöhten Anzahl Rosettenblätter. Auffällig ist, dass
es sich bei dieser Linie um die Linie mit der niedrigsten Expression handelt. Eine direkte
Korrelation zwischen diesen Unterschieden in Größe und Anzahl der Rosettenblätter zu
den Entwicklungsstadien ist nicht zu ermitteln. Die Expression des Halogenasegens führt zu
keinen phänotypischen Veränderungen der Pflanzen. Die beschriebenen Abweichungen in
der Erscheinung sind auf individuelle Linien zurückführen.
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Abbildung 4.8: Phänotypische Charakterisierung der transgenen Arabidopsis thaliana Pflanzen,
welche die Tryptophan-6-Halogenasegene AtthiH (A) und AtthiHopt (B) exprimieren. Es wurden die
Stadien 8 Blätter, 10 Blätter, Knospenbildung, Bildung der Blüte sowie Schotenbildung über den
Verlauf der Zeit betrachtet. Die Pflanzen wurden nach 10 Tagen vom Selektionsmedium auf Erde
umgesetzt. Zeitlich markiert sind die Tage des Eintrittspunktes der Pflanzen in die jeweilige Kategorie.
Das Erreichen der jeweiligen Kategorie erfolgte, wenn 66% der untersuchten Pflanzen das jeweilige
Merkmal aufwiesen. N > 30
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Abbildung 4.9:Wachstumsverhalten der transgenen Pflanzen welche die Tryptophan-6-Haloge-
nasegene AtthiH und AtthiHopt exprimieren. Betrachtet werden die Anzahl der Rosettenblätter am
Tag 31 nach Keimung der Pflanzen sowie der Durchmesser der Rosetten nach 32 Tagen. Signifikante
Unterschiede von p ≤ 0,05 im Vergleich zumWildtyp sind mit Stern *markiert. N > 30
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4.3.2.1 Phänotypische Charakterisierung verschiedener transgener Linien von AtprnA und
AtprnAopt
InAbbildung 4.10 ist die phänotypischeAnalyse der Entwicklungsstadien für transgene Linien
vergleichend dargestellt, welche die Tryptophan-7-Halogenasegene AtprnA und AtprnAopt
exprimieren. Bei diesen Untersuchungen zeigt sich, dass die meisten Linien eine Verzögerung
der Gesamtentwicklung im Vergleich zumWildtyp um ca. acht Tage aufweisen. Dabei ist vor
allem das Erreichen der Kategorie „10 Blätter“ und die Bildung der Knospen verlangsamt.
Die Ausbildung der Schoten hingegen ist mit durchschnittlich 2 Tagen schneller als beim
Wildtyp. Es kann jedoch keineKorrelation zwischen Expression undEntwicklung der Pflanzen
gefunden werden. Die Linien AtprnA OX_12 und AtprnA OX_13 zeigen beide eine deutliche
Aufregulation des Halogenasegens AtprnA. Bei Betrachtung der pflanzlichen Entwicklung ist
zu beobachten, dass speziell die Linie AtprnA OX_12 eine schnellere Entwicklung bei der
Ausbildung der Knospen sowie der Blüten zeigt. Die Linie AtprnA OX_13 hingegen hat eine
verlangsamte Entwicklung im Vergleich zumWildtyp. Bei der optimierten Tryptophan-7-
Halogenase weist lediglich die Linie AtprnAopt OX_3 einenUnterschied zumWildtyp auf. Die
Ausbildung der Knospen und der Blüten ist bei dieser Linie um insgesamt 20 Tage verlangsamt.
Für alle drei untersuchten Linien lässt sich ebenfalls feststellen, dass die Ausbildung der
Schoten mit nur zwei Tagen, im Vergleich zumWildtyp mit fünf Tagen, beschleunigt erfolgt.
Ein Einfluss der Expression auf die Entwicklung konnte nicht gezeigt werden.
Bei der sich anschließenden Analyse der Größe und Anzahl der Rosettenblätter zeigen
die Linien, welche die AtprnA exprimieren zwar Unterschiede zumWildtyp, eine Verbindung
zu den Entwicklungsstadien kann jedoch nicht ermittelt werden. So konnte bei der vorange-
gangenen Analyse für die Linie AtprnA OX_12 zwar eine leicht beschleunigte Entwicklung
festgestellt werden, beim Vergleich der Größe der Pflanzen, können jedoch keine Unterschie-
de festgestellt werden. Vor allem bei der Betrachtung der Anzahl der Rosettenblätter zeigt
sich, dass die Linien recht homogen sind. Lediglich bei der Linie AtprnA OX_13 kann eine
leicht signifikante Erhöhung der Anzahl der Rosettenblätter gefunden werden. Diese Linie
zeigt auch eine leicht vergrößerte Rosette. Bei allen anderen untersuchten Linien konnten
keine oder nur geringe Wachstumsreduktionen festgestellt werden.
Für die drei Linien, welche die optimierte Tryptophan-7-Halogenase AtprnAopt expri-
mieren, konnte bei keiner der getesteten Linie eine Veränderung zumWildtyp festgestellt
werden. Die Pflanzen unterscheiden sich auch nicht in deren Form, Farbe oder Wuchshöhe
vom Wildtyp. Individuelle Unterschiede sowohl in den Entwicklungsstadien als auch der
Rosette lassen sich nicht auf die Expression des Halogenasegens zurückführen. Inwieweit die
Expression einen Einfluss auf die Bildung des Enzyms sowie chlorierter Metabolite hat, muss
genauer untersucht werden.
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Abbildung 4.10: Phänotypische Charakterisierung der transgenen Arabidopsis thaliana Pflanzen,
welche die Tryptophan-7-Halogenasegene AtprnA (A) und AtprnAopt (B) exprimieren. Es wurden
die Stadien 8 Blätter, 10 Blätter, Knospenbildung, Bildung der Blüte sowie Schotenbildung über den
Verlauf der Zeit betrachtet. Die Pflanzen wurden nach 10 Tagen vom Selektionsmedium auf Erde
umgesetzt. Zeitlich markiert sind die Tage des Eintrittspunktes der Pflanzen in die jeweilige Kategorie.
Das Erreichen der jeweiligen Kategorie erfolgte, wenn 66% der untersuchten Pflanzen das jeweilige
Merkmal aufwiesen. N > 30
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Abbildung 4.11:Wachstumsverhalten der transgenen Pflanzen welche die Tryptophan-7-Haloge-
nasegene AtprnA und AtprnAopt exprimieren. Betrachtet werden die Anzahl der Rosettenblätter am
Tag 31 nach Keimung der Pflanzen sowie der Durchmesser der Rosetten nach 32 Tagen. Signifikante
Unterschiede von p ≤ 0,05 im Vergleich zumWildtyp sind mit Stern *markiert. N > 30
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4.4 Proteinanalytik
Es konnten für alle eingebrachten Halogenasegene transgene Pflanzen-Linien gefunden
werden, welche die Zielgene exprimieren. Ob diese Expression imWeiteren auch zu einem
funktionsfähigen Enzym führt, soll in diesem Abschnitt näher untersucht werden.
Die Anreicherung der zu analysierenden Proteine erfolgte mithilfe eines C-Terminal
eingefügten His-Tags und mittels Affinitätschromatographie unter Anwendung verschie-
dener Reinigungsmethoden. Der 6×His-Tag ermöglicht eine Proteinreinigung mit einer
Nickel-Chelat-Matrix als Ligand. Der Nachweis der gebildeten Proteine war im Rahmen der
Arbeit nicht für alle Linien möglich, da für den Nachweis der Proteine größere Mengen an
Pflanzenmaterial benötigt werden. Aus diesemGrund sind nachfolgend nur die Ergebnisse für
eine transgene Linie sowie den entsprechenden Wildtyp näher beschrieben. Die theoretisch
berechneten Molekulargewichte der in Arabidopsis thaliana exprimierte Halogenasengene
und der daraus resultierenden Proteine sind für AtpyrH und AtpyrHopt ca. 60 kDa, für AtthiH
und AtthiHopt ca. 62 kDa und für AtprnA und AtprnAopt ca. 63 kDa.
4.4.1 Anreicherung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen
Die Anreicherung der Proteine erfolgte wie unter Abschnitt 3.8.2 beschrieben mit einem
denaturierenden Harnstoff-Puffer. Die sich anschließenden Waschschritte sowie die Elu-
tion erfolgten mit einem nativen Puffer. Da es im Vorfeld keine Hinweise auf die für die
Elution notwendigen Imidazolkonzentrationen gab, erfolgte die Elution mit verschiedenen
Konzentrationen. Die Ergebnisse für eine transgene Linie der AtpyrHopt und den Wildtyp
sind exemplarisch in Abbildung 4.12 dargestellt. In dieser ist erkennbar, dass sowohl bei der
transgenen Linie als auch beimWildtyp auf der Höhe von etwa 60 kDa eine Bande sichtbar
ist, die bei jeder Elutionsfraktion mit dem Symbol markiert ist. Diese Bande ist bei der
transgenen Linie AtpyrHopt OX_6 deutlich stärker als beimWildtyp und könnte ein Hinweis
auf das gebildete Halogenaseprotein sein. Ob es sich dabei um das gewünschte Protein handelt,
kann über eine sich anschließende Immunoblotanalyse nachgewiesen werden. Bei der Immu-
noblotanalyse kann durch den eingefügten 6×His-Tag mithilfe eines Anti-His-Antikörpers
ein indirekter Nachweis der Halogenaseproteine erfolgen.
Für die Immunblotanalyse wurden die Elutionsfraktionen der Imidazolkonzentratio-
nen von 50mM bis 1000mM für die transgene Linie sowie 250mM bis 500mM für den
Wildtyp verwendet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.13 dargestellt. Auf der linken Seite
ist die Membran nach Färbung mit NBT und BCIP (a) sowie auf der rechten Seite nach
anschließender Färbung mit Coomassie abgebildet (b).
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Abbildung 4.12: Proteinanreicherung des heterolog exprimierten Halogenasegens AtpyrHopt b
sowie desWildtyps a aus Arabidopsis thaliana Blättern unter denaturierenden Bedingungen. Die
Elution erfolgte mit verschiedenen Imidazolkonzentrationen, 4–8 = Elutionsfraktionen von 20, 50, 250,
500 und 1000mM Imidazol. 1 =Molekulargewichtsstandard PageRuler™ Unstained Protein Ladder,
2 = Proteinrohextrakt, 3 = Rohextrakt nach Inkubation mit der Nickel-Chelat-Matrix, 9 = aufgekochte
Matrix. Das Symbol zeigt Banden auf der Höhe von ca. 60 kDa, welche der Größe des Proteins
PyrHopt entsprechen.
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Abbildung 4.13: Immunoblotanalyse von AtPYRHopt nach Proteinanreicherung mittels denaturieren-
den Bedingungen. Gezeigt sind links die Membran nach Färbung mit NBT und BCPIP (a) sowie rechts
nach anschließender Coomassie-Färbung (b). Die Reinigung der Proteine erfolgte aus Arabidopsis tha-
liana Blättern desWildtyps sowie der transgenen Linie AtpyrHopt OX_6 unter denaturierenden Bedin-
gungen mit den Imidazolkonzentrationen von 50, 250, 500 und 1000mM (3 – 6). 1 = Positivkontrolle,
aus E. coli gereinigte PyrH der bakteriellen Tryptophan-5-Halogenase, 2 =Molekulargewichtsstandard
PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 7 =Molekulargewichtsstandard PageRuler™ Unstained Protein
Ladder. Das Symbol markiert die aus dem SDS-Gel gefundenen Banden, welche der Größe des
Proteins AtPYRHopt entsprechen. Das Symbol markiert die in der Immunoblotanalyse zusätzlich
detektierten Signale auf einer Höhe von etwas 60 kDa
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Bei der Immunoblotanalyse wird deutlich, dass die bei der transgenen Linie markante
Proteinbande auf der Höhe von ca. 60 kDa nicht das gesuchte Zielprotein sein kann. Mit
dem Symbol sind die Banden gekennzeichnet, welche auch schon in der Abbildung 4.12
als vermutete Proteinbanden von AtPYRHopt markiert wurden. In der Immunoblotanalyse
zeigt sich allerdings, dass auf dieser Höhe kein eindeutiges Signal detektiert werden kann.
Mit dem Symbol sind in beiden Färbe-Methoden, die ebenfalls auf der Höhe von etwa
60 kDa detektierten Signale gekennzeichnet. Dabei zeigt sich, dass diese sowohl bei der trans-
genen Linie als auch beimWildtyp nachzuweisen sind und leicht unterhalb der vermuteten
Proteinbande von AtPYRHopt laufen.
4.4.2 Anreicherung von Proteinen unter nativen Bedingungen
Für die Anreicherung der Proteine unter nativen Bedingungen wurde wie in Abschnitt 3.8.1
beschrieben, vorgegangen. Für erste Tests wurden verschiedene Imidazolkonzentrationen
im Elutionspuffer verwendet. Es wurde neben dem Wildtyp, wie auch schon bei der de-
naturierenden Extraktionsmethode, die transgene Linie AtpyrHopt OX_6 verwendet. Die
Ergebnisse der Anreicherung sind in einem SDS-Gel in der Abbildung 4.14 dargestellt. In
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Abbildung 4.14: Proteinanreicherung des heterolog exprimierten Halogenasegens pyrHopt. Die
Reinigung der Proteine erfolgte aus Arabidopsis thaliana Blättern desWildtyps a sowie der transge-
nen Linie AtpyrHopt OX_6 b unter nativen Bedingungen. Die Elution erfolgte mit verschiedenen
Imidazolkonzentrationen, 4 – 8= Elutionsfraktionen von 20, 50, 250, 500 und 1000mM Imida-
zol. 1 =Molekulargewichtsstandard PageRuler™ Unstained Protein Ladder, 2 = Proteinrohextrakt,
3 = Rohextrakt nach Inkubation mit der Nickel-Chelat-Matrix, 9 = aufgekochte Matrix. Das Symbol
zeigt Banden auf der Höhe von ca. 60 kDa, welche der Größe des Proteins PyrHopt entsprechen.
dieser wird deutlich, dass die Bandenmuster des Wildtyps und der transgenen Linie un-
terschiedlich sind. Auf der rechten Seite zeigt sich bei der transgenen Linie auf Höhe von
rund 60 kDa eine zusätzliche Bande (markiert mit dem Symbol ) welche beim Wildtyp
nicht vorhanden ist. Indes ist festzustellen, dass trotz der Reinigung über die Nickel-Matrix
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eine große Anzahl unspezifisch gebundener Proteine vorhanden ist. Auch beim Wildtyp
konnten auf der entsprechenden Höhe Proteine angereichert werden. Zu einem weiteren
Problem kann die dominante Bande des Rubisco-Proteins (52,7 kDa) werden. Dieses läuft
leicht unterhalb des Zielproteins und wird vor allem bei niedrigen Imidazolkonzentrationen
ebenfalls eluiert. Ohne weiterführende Tests mittels Immunoblotanalyse kann auch bei dieser
Reinigungsmethode keine Aussage über den Erfolg der Reinigung getroffen werden.
Die anschließend durchgeführte Immunoblotanalyse ist in Abbildung 4.15 dargestellt.
Analog zur denaturierenden Methode wurden Imidazolkonzentrationen von 50mM bis
1000mM für die transgene Linie AtpyrHopt OX_6 sowie 250mM bis 500mM für den Wild-
typ verwendet. Dargestellt ist auf der linken Seite die Membran nach Färbung mit NBT und
BCIP (a) und auf der rechten Seite nach anschließender Färbung mit Coomassie (b). In
dieser Abbildung ist zu erkennen, dass bei der transgenen Linie mithilfe von NBT und BCIP
positive Signale detektiert werden konnten. In beiden Färbemethoden sind bei den Imida-
zolkonzentrationen von 250mM bis 1000mM Banden auf der entsprechenden Höhe der
Halogenase sichtbar. Im Vergleich dazu gibt es auf gleicher Höhe beim Wildtyp keine Bande.
Kurz oberhalb dieses positiven Signals, kommt es bei der transgenen Linie zu einer dünnen
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Abbildung 4.15: Immunoblotanalyse von AtPYRHopt nach Proteinanreicherung mittels nativen
Bedingungen. Gezeigt sind links die Membran nach Färbung mit NBT und BCPIP (a) sowie rechts
nach anschließender Coomassie-Färbung (b). Die Reinigung der Proteine erfolgte aus Arabidopsis
thaliana Blättern desWildtyps sowie der transgenen Linie AtpyrHopt OX_6 unter nativen Bedingungen
mit den Imidazolkonzentrationen von 50, 250, 500 und 1000mM (3–6). 1 = Positivkontrolle, aus
E. coli gereinigte PyrH der bakteriellen Tryptophan-5-Halogenase, 2 =Molekulargewichtsstandard
PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 7 =Molekulargewichtsstandard PageRuler™ Unstained Protein
Ladder. Das Symbol markiert die aus dem SDS-Gel gefundenen Banden, welche der Größe des
Proteins der optimierten Tryptophan-5-Halogenase entsprechen. Das Symbol markiert die in der
Immunoblotanalyse zusätzlich detektierten Signale auf einer Höhe von ca. 60 kDa.
zusätzlichen Bande, welche vor allem bei der Färbung mit NBT und BCIP zu sehen ist a. Bei
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dieser Bande handelt es sich um die gleiche Bande, welche ebenfalls in der Abbildung 4.15 mit
weißen Pfeilen markiert ist. Dieses Signal findet sich auf gleicher Höhe auch beimWildtyp
wieder. Bei Vergleich dieser Signale mit den falsch positiven Banden, die bei der Verwendung
der denaturierenden Methode erhalten wurden, zeigt sich, dass es sich um Banden derselben
Größe handelt.
Die Reinigung unter nativen Bedingungen zeigen, dass eine Anreicherung und ein Nach-
weis mittels Immunoblot der Proteine möglich ist. Eine Elution sollte mit einer Konzentration
ab 250mM Imidazol erfolgen.
4.4.3 Nachweis der Aktivität der Halogenasen in Pflanzenextrakten
Unter nativen Bedingungen ist der Nachweis der gebildeten Proteine der heterolog in Arabi-
dopsis thaliana exprimierten Halogenasegene möglich. Dieser Nachweis gibt jedoch noch
keinen Anhaltspunkt für ein funktionsfähiges Enzym. Für diesen Nachweis wurden von
verschiedenen Pflanzen jeweils rund 30 g frisches Material nativ aufgeschlossen, angereichert
und anschließend wie unter Abschnitt 3.10 beschrieben weiterverarbeitet. Der Enzym-Test
sowie die anschließende Detektion der gebildeten Metabolite erfolgte in Kooperation mit der
Professur für Allgemeine Biochemie der TU Dresden.Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist diese
Analyse nur für die Proteine AtPYRH und AtPYRHopt erfolgreich gewesen. Aus diesem
Grund werden nachfolgend nur diese Ergebnisse dargestellt. Der Nachweis der Aktivität der
anderen Halogenasen aus Pflanzenextrakten muss in späteren Tests erfolgen. Die Auswertung
des Enzym-Tests erfolgte anhand des umgesetzten L-Tryptophans in das chlorierte Produkt
5-Cl-Tryptophan mittels HPLC.
Nach der Anreicherung und Elution der Proteine mit verschiedenen Imidazolkonzentra-
tionen, wurden diese in entsprechenden Fraktionen gesammelt. Je 25 µl dieser Fraktionen
wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen, um den Erfolg der Reinigung zu überprüfen. In Abbil-
dung 4.16 ist ein SDS-Gel dieser gesammelten Fraktionen exemplarisch von AtpyrH OX_16
dargestellt. Mit dem Symbol ist auf einerHöhe von ca. 60 kDa das gesuchte Proteinmarkiert.
Daraus ist zu schlussfolgern, dass bei entsprechender Elutionmit höheren Imidazolkonzentra-
tionen das Zielprotein angereichert werden kann. Die Fraktionen 51 bis 59 wurden gesammelt
und mittels Ultrafiltration in einer Amicon-Ultrafiltrationszelle mit einer Diaflo®-Membran
PM30 konzentriert.
Um sicherzustellen, dass es sich bei dem konzentrierten Protein um das Zielprotein
handelt, wurde erneut eine Immunoblotanalyse mittels Anti-His-Antikörper durchgeführt.
In der Abbildung 4.17 sind die Ergebnisse der Proteinanreicherung nach der Konzentrierung
in einem SDS-Gel dargestellt. Zusätzlich ist der Nachweis des Halogenaseproteins mittels
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Abbildung 4.16: Coomassie gefärbtes SDS-Gel der gesammelten Protein-Fraktionen nach nativer
Extraktion aus der Linie AtpyrH OX_16. Dargestellt sind die einzeln aufgetragenen Eluate bei verschie-
denen Imidazolkonzentrationen. Das Symbol markiert das gesuchte Protein mit einer Größe von
ca. 60 kDa. 48 – 64 = Elutionsfraktionen, RE = Rohextrakt
Immunoblotanalyse für die Extrakte der transgenen Linie AtpyrH OX_16, AtpyrHopt OX_6
sowie den Wildtyp zusammengefasst.
Auf der linken Seite der Abbildung 4.17 ist das SDS-Gel mit den konzentrierten Proben
dargestellt. In den Spuren 3 und 4 sind auf einer Höhe von rund 60 kDa zwei Banden zu
erkennen, bei denen es sich um die gesuchten Zielproteine AtPYRH und AtPYRHopt handeln
könnte. In den Abbildungen 4.17 (b) und (c) sind die Immunoblotanalysen dargestellt. Es
zeigt sich, dass mit beiden Nachweismethoden bei den transgenen Pflanzen Signale auf dieser
Höhe von ca. 60 kDa detektierbar sind. Im Vergleich dazu gibt es beim Wildtyp keinerlei
Signale.
Mit diesen drei Proben wurde anschließend ein Enzym-Test durchgeführt (siehe dazu Ab-
schnitt 3.10). Die Auswertung des Versuches erfolgte anhand des umgesetzten L-Tryptophans
in das chlorierte Produkt 5-Cl-Tryptophan mittels HPLC. Die gebildeten Substanzen wurden
dabei mit Retentionszeiten von bekannten Referenzsubstanzen verglichen und ein Chroma-
togramm aufgenommen. In Abbildung 4.18 sind die Chromatogramme der bereits beschrie-
benen transgenen Linien und des Wildtyps dargestellt. In dem oberen Chromatogramm (A)
wird ersichtlich, dass nach einer Retentionszeit von ca. 8min das zu Beginn zugegebene
Tryptophan eluiert. Der 5-Cl-Tryptophan Standard eluiert nach ca. 20min. Zu dieser Reten-
tionszeit gibt es bei der Probe der Linie AtpyrH OX_16 ebenfalls einen kleinen Peak. Um dies
genauer betrachten zu können, wird im unteren Teil der Abbildung der gewählte Ausschnitt
mit einer veränderten Skalierung der Ordinatenachse dargestellt.
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Abbildung 4.17: Immunoblotanalyse der konzentrierten Proteine von AtPYRH und AtPYRHopt. (a)
Nativ gereinigte und konzentrierte Proteine in einem mit Coomassie gefärbtem SDS-Gel. (b) – (c)
Immunoblotanalyse mit Anti-His Antikörper. (b) PVDF-Membran mit NBT und BCIP gefärbt. (c) Rönt-
genfilm nach einer Belichtungszeit von 5min auf der PVDF-Membran. 1 = Positivkontrolle, aus E. coli
gereinigtes Protein der bakteriellen Tryptophan-5-Halogenase. 2 = Molekulargewichtsstandard
PageRuler™ Prestained Protein Ladder. 3 =Gereinigtes Protein Linie AtpyrHOX_16. 4 =Gereinigtes
Protein der Linie AtpyrHopt OX_6. 5 =Wildtyp. Es wurden je 20 µl der konzentrierten Proben auf das
SDS-Gel aufgetragen.
Abbildung 4.18: Chromatogramme der Enzym-Tests der angereicherten Proteine AtPYRH und
AtPYRHopt. Dargestellt sind die Chromatogramme desWildtyps sowie die Linien AtpyrHOX_16
und AtpyrHopt OX_6. Die Retentionszeit von Tryptophan beträgt 8min, die Retentionszeit von 5-Cl-
Tryptophan 20min
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Aus dieser vergrößerten Darstellung in Abbildung 4.18 (B) wird deutlich, dass sowohl bei
der Linie AtpyrH OX_16 als auch der Linie AtpyrHopt OX_6 nach ca. 20min ein Peak vor-
handen wird. Dieser Peak ist bei der Linie AtpyrH OX_16 deutlich größer, was eine vermehrte
Bildung von 5-Cl-Tryptophan anzeigt. Durch den Vergleich mit der Standardreferenzsub-
stanz konnte ermittelt werden, dass es sich bei beiden transgenen Linien um 5-Cl-Tryptophan
handelt. Das Chromatogramm des Wildtyps zeigt bei dieser Retentionszeit keinen Peak.
Durch diese Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass durch die heterolog
in Arabidopsis thaliana exprimierten Halogenasegene eine Bildung von funktionsfähigen
Proteinen AtPYRH und AtPYRHopt möglich ist. Die gebildeten Enzyme sind in der Lage, die
Aminosäure Tryptophan an der Position 5 zu halogenieren. Der Nachweis der Halogenierung
von Tryptophan an den entsprechenden Positionen stehen für die Proteine von AtTHIH und
AtTHIHopt sowie AtPRNA und AtPRNAopt noch aus.
4.5 Analyse des Metabolitenprofils
In verschiedenen Tests sollten sowohl Arabidopsis thalianaWildtyp Pflanzen nach Fütterung
chlorierter Substanzen als auch die in dieser Arbeit generierten transgenen Linien auf mögli-
che chlorierte Verbindungen untersucht werden. Die Messung der chlorierten indolischen
Verbindungen in den transgenen Pflanzen erfolgte in Kooperation mit Prof. Sarah O’Connor
und Dr. Lorenzo Caputi (beide John Innes Centre, Norwich, GB).
4.5.1 Nachweis der Bildung von Cl-IAA aus Cl-Tryptophan
Durch die Inkubation von Arabidopsis thalianaWildtyp mit verschiedenen Cl-Tryptophanen
soll der Umsatz von Cl-Tryptophan zu Cl-IAA untersucht werden. Es wurden Tryptophane
verwendet, welche an den Positionen 4, 5, 6 und 7 des Indolrings chloriert waren. Als Kontrolle
erfolgte die Inkubation der Pflanzen ebenfalls bei Einsatz von D/L- und L-Tryptophan sowie
ohne weitere Zugaben. Nach der Anzucht der Pflanzen für 21 Tage in flüssigem MS-Medium
wurden diese über Nacht mit je 100 µM des jeweiligen Tryptophans bzw. Cl-Tryptophans
versetzt und anschließend das Metabolitenprofil näher analysiert. In Tabelle 4.3 sind alle
Verbindungen aufgeführt, auf welche bei diesen Analysen getestet wurde.
Bei dieser Analyse zeigte sich, dass in allen untersuchten Proben eine Reihe von Verbin-
dungen nachgewiesen werden konnte, welche im Tryptophan-abhängigen IAA-Biosynthe-
seweg beteiligt sind. Bei der Kontrolle und bei Zugabe von nicht chlorierten Tryptophanen
konnten, wie erwartet, keine chlorierten Substanzen detektiert werden. Es konnten Tryptamin,
IAN, IAA und IAA-Glutaminsäure gemessen werden.
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Tabelle 4.3: Nachweis der Bildung von Cl-IAA aus Cl-Tryptophan. Verbindungen die nach Zugabe des
jeweiligen Stoffes gefunden worden, sind mit+ gekennzeichnet. Nicht gebildete Stoffe sind mit−
markiert.
Metabolit Kontrolle D/L-Trp L-Trp 4-Cl-Trp 5-Cl-Trp 6-Cl-Trp 7-Cl-Trp
Cl-Tryptophan − − − + + + +
Tryptamin + + + + + + +
IAN + + + + + + +
Cl-IAN − − − + + + +
IAA + + + − − − −
Cl-IAA − − − − + + +
IAA-Asp + − + + + + +
Cl-IAA-Asp − − − + + + +
IAA-Glu + + + + + + +
Bei Inkubation mit den chlorierten Tryptophanen konnte die Aufnahme des jeweiligen
Tryptophans bestätigt werden. Weiterhin konnten ebenfalls Tryptamin und IAN sowie zwei
IAA-Konjugate nachgewiesen werden. Bei allen chlorierten Tryptophanen konnten ebenfalls
die Auxin-Vorstufe IAN und ein Konjugat von IAA chloriert nachgewiesen werden. Bei der
konjugiertenVerbindung handelt es sich um IAA-Asparaginsäure (IAA-Asp). Eine Ausnahme
der Bildung von freier chlorierter IAA stellt die exogene Zugabe von 4-Cl-Tryptophan dar.
Bei diesem ist der direkte Nachweis des Auxins nicht möglich. Durch den Nachweis des
Konjugats lässt sich jedoch vermuten, dass auch hier die Umsetzung von Cl-Tryptophan zu
Cl-IAA erfolgte. In Abbildung 4.19 sind die gefundenen chlorierten Metabolite nochmals
grafisch nach zugegebenen Tryptophanen dargestellt. In dieser Abbildung sind zusätzlich die
Konzentrationen der gebildeten chlorierten Stoffe abzulesen.
In Abbildung 4.19 A ist die Aufnahme der jeweiligen zugegebenen chlorierten Tryp-
tophane sichtbar. Aus Abbildung 4.19 B wird ersichtlich, dass aus dem aufgenommenen
Cl-Tryptophan ein weiteres Intermediat Cl-IAN gebildet werden kann. Dabei gibt es Kon-
zentrationsunterschiede, abhängig vom zugesetzten Cl-Tryptophan. Während von 4-Cl-IAN
noch rund 4 µg g−1 Trockengewicht gebildet wurden, sind es bei 6- und 7-Cl-IAN nur noch
rund 0,5 µg g−1 Trockengewicht. Auch die Bildung von Cl-IAA unterscheidet sich abhängig
vom zugegebenen Cl-Tryptophan, was aus Abbildung 4.19 C deutlich wird. Die Bildung von
4-Cl-IAA konnte bei diesen Untersuchungen nicht nachgewiesen werden. Zusätzlich dazu
konnten geringe Konzentrationen an Cl-IAA-Asp nach Zugabe der chlorierten Tryptopha-
ne detektiert werden (Abbildung 4.19 D). Bei dieser Verbindung konnten nur Spuren der
Substanzen nachgewiesen werden, welche unterhalb des Detektionslimits lagen, wodurch
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Abbildung 4.19: Aufnahme von Cl-Tryptophan (A) und Bildung chlorierter Metabolite (B –D) in
Wildtyp Arabidopsis thaliana-Pflanzen.
eine Quantifizierung nicht möglich war. Der Versuch zeigt, dass exogen zugegebenes Cl-
Tryptophan von den Pflanzen aufgenommen und in den Metabolismus eingeführt werden
kann. Zusätzlich ist festzustellen, dass die Bildung von Cl-IAA aus Cl-Tryptophan möglich
ist.
4.5.2 Bildung chlorierter Verbindungen in transgenen Pflanzen
Die Ergebnisse der Analysen über die Bildung chlorierter Verbindungen in den transgenen
Pflanzen sind in den Tabellen 4.4 – 4.6 getrennt nach den entsprechenden Halogenasegenen
zusammengefasst. Es sind die Linien sowie die jeweiligen gefundenen Metabolite gekenn-
zeichnet.
In der Tabelle 4.4 sind die Linien vonAtpyrH undAtpyrHopt dargestellt. Bei den getesteten
transgenen Pflanzen zeigt sich, dass einige Linien in der Lage sind das durch die Halogenasen
verwendeten Substrates Tryptophan zu 5-Cl-Tryptophan umzuwandeln. Auch die Bildung
von 5-Cl-IAN konnte für einige Linien gezeigt werden. Weitere vom Tryptophan angeleitete
Substanzen konnten bis jetzt bei keiner dieser getesteten Linien detektiert werden.
In der Tabelle 4.5 sind die Ergebnisse für die transgenen Linien von AtthiH und AtthiHopt
und in Tabelle 4.6 die Ergebnisse für die transgenen Linien von AtprnA und AtprnAopt
dargestellt. Auch bei diesen Ergebnissen ist festzustellen, dass die Bildung von Cl-Tryptophan
und Cl-IAN in einigen Linien möglich ist. Es konnten ebenfalls keine weiteren chlorierten
Verbindungen, mit Ausnahme der in den Tabellen aufgeführten, detektiert werden. Dabei
sollte beachtet werden, dass es nicht zwangsläufig zur Bildung beider chlorierter Verbin-
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Tabelle 4.4: Analyse chlorierter indolischer Metabolite in den verschiedenen transgenen Pflanzen
von AtpyrH und AtpyrHopt. Verbindungen die in der jeweiligen Linie gefunden wurden, sind mit+
gekennzeichnet. Nicht gebildete Stoffe sind mit −markiert.
Konstrukt Linie Cl-Tryptophan Cl-Indol-3-Acetonitril
AtpyrH
OX_6 + -
OX_7 + +
OX_8 + −
OX_9 + −
OX_10 + −
OX_16 + +
OX_17 + +
AtpyrHopt
OX_4 + +
OX_6 + +
OX_7 + −
OX_20 + +
OX_26 + +
OX_34 + +
OX_46 + +
OX_48 + −
OX_51 + +
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dungen innerhalb einer Linie gekommen ist. Linien bei welchen Cl-Tryptophan detektiert
werden konnten, sind nicht in jedem Falle die Linien bei welchen Cl-IAN nachgewiesen
wurde. Die Bildung von 7-Cl-Tryptophan und 7-Cl-IAN ist im Vergleich zu den anderen
Tabelle 4.5: Analyse chlorierter indolischer Metabolite in den verschiedenen transgenen Pflanzen
von AtthiH und AtthiHopt. Verbindungen die in der jeweiligen Linie gefunden wurden, sind mit+
gekennzeichnet. Nicht gebildete Stoffe sind mit −markiert.
Konstrukt Linie Cl-Tryptophan Cl-Indol-3-Acetonitril
AtthiH
OX_6 − −
OX_9 + −
OX_10 + +
OX_16 + −
OX_19 + −
OX_21 + +
OX_26 + −
AtthiHopt
OX_3 − −
OX_8 − −
OX_13 + −
OX_17 − −
OX_25 − +
OX_43 − +
OX_44 − −
Halogenasegenen weniger häufig. Nur in einer Linie gelang der Nachweis der Bildung von
Cl-Tryptophan. Die Anzahl getesteter Linien ist bei diesen Konstrukten gegenüber den ande-
ren Konstrukten relativ niedrig. Aufgrund der niedrigen Konzentrationen an gefundenen
Verbindungenwar eine Quantifizierung für viele die in den Tabellen aufgeführten Linien nicht
durchführbar. Zusätzlich dazu wurden bei verschiedenen Untersuchungen unterschiedliches
Probenmaterial (frisches oder lyophilisiertes Blattmaterial) und unterschiedlich angewendeter
Aufbereitungsmethoden (Methanol Extrakt, Aufbereitung über Oasis Säulen) verwendet, was
eine Quantifizierung und somit einen direkten Vergleich zum Zeitpunkt der Untersuchung
nicht für alle Linien möglich macht.
Ein Vergleich der Konzentrationen gebildeten Cl-Tryptophans war für die Linien von
AtpyrH und einigen Linien von AtpyrHopt durchführbar. In Abbildung 4.20 A sind die
mittels LC-MS ermittelten Flächen sowie die daraus berechneten Mengen an Cl-Tryptophan
(B) dargestellt. Darin ist zu erkennen, dass für fast alle Linien bei diesen Untersuchungen
ein Signal detektiert werden konnte. Durch die geringen Cl-Tryptophan-Konzentrationen
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Tabelle 4.6: Analyse chlorierter indolischer Metabolite in den verschiedenen transgenen Pflanzen
von AtprnA und AtprnAopt. Verbindungen die in der jeweiligen Linie gefunden worden sind mit+
gekennzeichnet. Nicht gebildete Stoffe sind mit −markiert.
Konstrukt Linie Cl-Tryptophan Cl-Indol-3-Acetonitril
AtprnA
OX_2 − −
OX_4 − +
OX_9 − +
OX_11 − −
OX_12 − −
OX_13 − −
AtprnAopt
OX_3 − −
OX_7 − −
OX_10 + +
lassen sich daraus allerdings nicht für alle Proben quantitative Berechnungen durchführen.
Bei diesem Test konnte für AtPyrHopt OX_4 kein Cl-Tryptophan nachgewiesen werden. In
früheren Untersuchungen war dies jedoch möglich, wie Tabelle 4.4 zu entnehmen ist. Die
Linie AtPyrHOX_16 hat in dieser Analysemit rund 5 µg g−1 Trockengewicht die höchsten Cl-
TryptophanKonzentrationen. Bei den quantitativenAnalysen zur Expression des Tryptophan-
5-Halogenasegens AtpyrH konnte für diese Linie kein erhöhtes Expressionsniveau ermittelt
werden (siehe dazu Abschnitt 4.2.3). Bei diesen Untersuchungen zeigte die Linie AtPyrHopt
OX_7 die stärkste Expression, bei welcher hier rund 2 µg g−1 Cl-Tryptophan ermittelt werden
konnten. Einen direkten Einfluss von Expression auf die Bildung chlorierter Metabolite kann
zum jetzigen Zeitpunkt nicht gezeigt werden.
4.6 Wirkung chlorierter Metabolite aufWachstum von Pflanzen und
Mikroorganismen
Durch die heterologe Expression der verschiedenen Tryptophan-Halogenasen konnte nach-
gewiesen werden, dass die transgenen Pflanzen in der Lage sind selbst chloriertes Tryptophan
zu bilden. Ausgehend von dieser Aminosäure können auf verschiedenen Stoffwechselwegen
unterschiedliche Verbindungen gebildet werden. Eine Möglichkeit ist z. B. die Tryptophan-
abhängige IAA-Synthese. Aus diesem Grund sollen neben den Effekten von Cl-Tryptophanen
auf das Wachstum verschiedener Organismen auch der Einfluss chlorierter Auxine auf das
Wachstum von Pflanzen und Mikroorganismen näher untersucht werden.
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Abbildung 4.20:Quantitative Analyse der gebildeten Mengen an Cl-Tryptophan von verschiedenen
transgenen Linien welche die pyrH und pyrHopt exprimieren. Im oberen Teil der Abbildung (A) sind
die ermittelten Flächeneinheiten aufgezeigt. Im unteren Teil der Abbildung (B) sind die daraus
berechneten Konzentrationen von Cl-Tryptophan dargestellt.
Neben den durch die Halogenasegene eingebrachten, zu erwartenden chlorierten Ver-
bindungen wurden bei diesen Untersuchungen 4-Cl-Tryptophan und 4-Cl-IAA mitgeführt.
Bei beiden Stoffen handelt es sich um natürlich vorkommende chlorierte Substanzen in ver-
schiedenen Pflanzenarten. Bei den Untersuchungen mit Arabidopsis thaliana wurden Samen
auf MS-Medium mit den gewählten Konzentrationen der zu untersuchenden Stoffe ausge-
bracht und das Wachstum der Wurzeln nach 17 Tagen untersucht. Für die Untersuchungen
des Wachstumsverhaltens von verschiedenen Mikroorganismen wurden den Nährmedien je
100 µM des chlorierten Stoffes zugegeben und das Wachstum über der Zeit betrachtet. Die
Ausbreitung der Mikroorganismen erfolgte radial und wurde täglich dokumentiert.
4.6.1 Einfluss chlorierter Tryptophane auf dasWachstum von Pflanzen und
Mikroorganismen
Im Folgenden sollte der Einfluss verschiedener Cl-Tryptophane auf das Wachstum von
ausgewählten Pflanzen, Pilzen und Bakterien näher betrachtet werden. Die getesteten Kon-
zentrationen beziehen sich dabei auf die Molarität der gesamten Substanz. Bei racemischen
Gemischen wurde nicht auf das L-Racemat bezogen.
98 Ergebnisse
4.6.1.1 Nachweis der Stabilität der zugegebenenTryptophane in MS-Platten
Einige indolische Verbindungen sind sowohl licht- als auch temperaturempfindlich. Da die
Inkubation der Agarplatten bei einigen Versuchen unter Lichteinfluss stattfinden musste,
wurde getestet wie viel Tryptophan bzw. Cl-Tryptophan am Ende des Untersuchungszeitrau-
mes bei Lichteinwirkung noch vorhanden ist. Dazu wurden Agarplatten an den Tagen 0 und
17 analysiert und der Anteil noch vorhandenen Tryptophans in den Platten ermittelt. Die
Platten, welche an Tag 0 direkt nach der Herstellung geerntet wurden, werden als Referenzwert
genutzt. Mit diesemWert wurde der relative Abbau der Tryptophane über der Zeit berechnet.
In Abbildung 4.21 sind die Ergebnisse dieser Untersuchungen dargestellt.
Es ist zu erkennen, dass alle getesteten Tryptophane eine hohe Stabilität unter Lichteinfluss
aufweisen. Von D/L-, 6-Cl- und 7-Cl-Tryptophan sind nach 17 Tagen noch ca. 80% der
Ursprungsmenge erhalten. Die beiden anderen chlorierten Tryptophane wurden weniger
stark abgebaut. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Analyse des Einflusses von Tryptophan und
chlorierten Derivaten unter Lichteinfluss möglich ist.
Abbildung 4.21: Nachweis der Stabilität von verschiedenen Tryptophanen im festen Medium über
einen Zeitraum von 17 Tagen. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der einzelnen Tryptophane
bezogen auf den Kontrollwert direkt nach Gießen der Agarplatten. N = 5
4.6.1.2 Einfluss chlorierter Tryptophane auf Arabidopsis thalianaWildtyp
In Abbildung 4.22 ist der Einfluss verschiedener Cl-Tryptophan-Konzentrationen auf das
Wachstum von Wildtyp Arabidopsis thaliana im Vergleich zu nicht behandelten Pflanzen
dargestellt. Für die Auswertung werden die Wurzellängen der Pflanzen auf dem jeweili-
gen Medium nach 17-tägiger Inkubation gemessen und mit denen der Kontrollpflanzen
verglichen.
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Sowohl bei L- als auch D/L-Tryptophan kann bis zu einer Konzentration von 50 µM keine
Veränderung der Wurzellängen im Vergleich zu den nicht behandelten Pflanzen festgestellt
werden. Ab einer Konzentration von 250 µM wird das Wachstum der Wurzeln signifikant
gehemmt. In weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die letale Dosis von
D/L- sowie L-Tryptophan bei 5000 µM erreicht ist. Diese Ergebnisse sind in Anhang A.3
dokumentiert.
Abbildung 4.22: Einfluss verschiedener Tryptophane und Cl-Tryptophane auf dieWurzellänge
vonWildtyp Arabidopsis thaliana. Dargestellt sind die prozentualenWurzellängen nach 17 Tagen
Inkubation auf verschiedenen tryptophanhaltigen Medien. Normiert wird auf die Kontrollen ohne
Zugabe von Tryptophan oder Cl-Tryptophan. Signifikante Unterschiede von p ≤ 0,05 im Vergleich zu
den nicht behandelten Pflanzen sind mit Stern *markiert. N > 50
Der Einfluss der chlorierten Tryptophane auf das Wurzelwachstum des Wildtyps ist hin-
gegen stärker. Alle der hier getesteten chlorierten Tryptophane beeinflussen das Wachstum
der Wurzeln schon in deutlich niedrigeren Konzentrationen. Dabei verhalten sich vor allem
4-Cl- und 5-Cl-Tryptophan ähnlich. Ab einer Konzentration von 1 µM ist bereits eineWachs-
tumshemmung zu erkennen. Die Konzentration von 50 µM ist in beiden Fällen so toxisch
für die Pflanzen, dass kaum noch ein Wachstum festzustellen ist. Die letale Dosis liegt bei
250 µM. Lediglich in niedrigeren Konzentrationen von 0,01 µM kann bei 4-Cl-Tryptophan
eine leichte Wachstumszunahme beobachtet werden.
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Bei 6-Cl- und 7-Cl-Tryptophan ist im Vergleich dazu bei einer Konzentration von 1 µM
noch keineWachstumshemmung erkennbar. Bei 7-Cl-Tryptophan ist bei dieser Konzentration
eine leichte Zunahme des Wurzellängenwachstums festzustellen. Zu einer Reduzierung des
Wachstums der Wurzeln kommt es ab einer Konzentration von 10 µM. Die letale Dosis
liegt jedoch mit 500 µM deutlich höher als bei 4-Cl- und 5-Cl-Tryptophan. Abschließend
ist festzustellen, dass die Wirkung aller chlorierten Tryptophane im Vergleich zu den nicht
chlorierten Tryptophanen bei diesem Versuch stärker ist.
4.6.1.3 Einfluss chlorierter Tryptophane auf transgene Arabidopsis thaliana Pflanzen
Für diese Betrachtungen wurden transgene Arabidopsis thaliana-Linien ausgewählt, von de-
nen durch Voruntersuchungen bekannt war, dass diese chloriertes Tryptophan synthetisieren
können. Es sollte nun der Einfluss von zusätzlich zugegebenen Verbindungen (chloriert und
nicht chloriert) auf das Wachstum dieser Pflanzen näher untersucht werden. Aufgrund der
Erkenntnisse aus den bereits beschriebenen Voruntersuchungen mit Arabidopsis thaliana
Wildtyp (siehe Abschnitt 4.6.1.2) wurden für diese Untersuchungen Konzentrationen von
jeweils 10 µM verwendet. Bei jeder Untersuchung wurde der Wildtyp als Vergleich mit-
geführt. Dieser ist nicht in der Lage chlorierte Verbindungen selbst zu synthetisieren und
sollte daher ggf. ein anderes Reaktionsverhalten auf die Zugabe von chloriertem Tryptophan
aufweisen, als die Pflanzen, die selbst chlorierte Verbindungen bilden können. Zur besseren
Übersichtlichkeit sind die Ergebnisse getrennt nach den jeweiligen Halogenasen aufgeführt.
Bei den beiden Linien AtpyrH OX_6 und AtpyrHopt OX_16 handelt es sich um die
Linien, bei welchen eine Enzymaktivität aus Pflanzenextrakten gezeigt werden konnten.
In Abbildung 4.23 sind der Wildtyp sowie diese beiden transgenen Linien vergleichend
dargestellt. Die Signifikanzen werden auf denWildtyp für jede Behandlung separat berechnet.
Beide transgene Linien auf demMedium ohne zugegebene Tryptophane weisen ein signifikant
erhöhtesWachstumderWurzeln imVergleich zumWildtyp auf. Auch bei der Zugabe der nicht
chlorierten Tryptophane reagieren diese Linienmit verstärktemWachstum. Bei Zugabe von 4-
und 5-Cl-Tryptophan sind zwischen den transgenen Linien und demWildtyp nahezu keine
Unterschiede in den Wurzellängen messbar. Analog zu den vorherigen Ergebnissen sollte
das Wachstum der Wurzeln jedoch größer sein, wenn kein zusätzlicher Effekt des chlorierten
Tryptophans auf die Pflanzen vorliegt. Dieses Ergebnis könnte ein erster Hinweis darauf sein,
dass durch das selbst synthetisierte Cl-Tryptophan eine geringe Aufnahme von zusätzlich
zugegebenem Cl-Tryptophan möglich ist bzw. bei gleicher Aufnahme stärkere Reaktionen
der Pflanzen erfolgen, da die Konzentrationen in den Pflanzen insgesamt höher sind. Bei
der Zugabe von 6- und 7-Cl-Tryptophan ist das Wachstum beider Linien im Vergleich zum
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Abbildung 4.23: Einfluss verschiedener Tryptophane und Cl-Tryptophane in einer Konzentration
von 10 µM auf dieWurzellänge von transgenen Pflanzen AtpyrH (A) und AtpyrHopt (B) sowieWildtyp
Arabidopsis thaliana-Pflanzen. Dargestellt sind die absolutenWurzellängen nach 17 Tagen auf den
entsprechenden Nährmedien. Signifikante Unterschiede von p ≤ 0,05 imVergleich zumWildtyp bei
gleicher Behandlung sind mit Stern *markiert. N > 50
Wildtyp erhöht. Durch die Zugabe dieser beiden Cl-Tryptophane ist nicht der gleiche Effekt
wie nach Zugabe von 4- und 5-Cl-Tryptophan erkennbar.
In Abbildung 4.24 sind die Ergebnisse für die Linien AtthiH OX_26 und AtthiHopt
OX_25 vergleichend mit dem Wildtyp zusammengefasst. Analog zu den Ergebnissen der
transgenen Pflanzen von AtpyrH und AtpryHopt zeigen die transgenen Linien ebenfalls ein
signifikant erhöhtes Wurzelwachstum auf demMedium ohne Zusätze sowie bei D/L- und
L-Tryptophan. Bei Zugabe von 4-Cl-Tryptophan zeigt die Linie AtthiH OX_26 ein signifikant
verkürztes Wurzellängenwachstum im Vergleich zumWildtyp. Auch bei Zugabe von 5- und
7-Cl-Tryptophan sind die Wurzeln geringfügig verkürzt. Diese Ergebnisse unterschieden
sich von den Resultaten der anderen getesteten transgenen Linien von AtthiHopt, welche auf
diesen Medien ein verstärktes Wachstum der Wurzeln aufweisen.
Die untersuchten Pflanzen sind in der Lage selbst 6-Cl-Tryptophan zu bilden. Bei zusätz-
licher Zugabe dieses Tryptophans ist eine Zunahme der Länge der Wurzeln beider Linien
verzeichnen. Diese Ergebnisse stimmen mit denen von AtpyrH und AtpryHopt überein.
Wenn andere chlorierte Tryptophane imMedium vorhanden sind, lässt sich kein Unterschied
zwischen Wildtyp und den transgenen Pflanzen zu ermitteln. Ferner ist in Betracht zu ziehen,
dass die Pflanzen ohne Behandlung im Vergleich ein verstärktes Wachstum aufzeigen.
Auch die Ergebnisse für die zwei transgenen Linien AtprnA OX_12 und AtprnAopt OX_10
(Abbildung 4.25) bestätigen ein ähnliches Wachstumsverhalten. Die untersuchten Pflanzen
sind in der Lage selbst 7-Cl-Tryptophan zu synthetisieren. Das Wachstum der transgenen
Pflanzen auf dem Kontrollmedium und bei Zugabe von D/L- und L-Tryptophan ist im
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Abbildung 4.24: Einfluss verschiedener Tryptophane und Cl-Tryptophane in einer Konzentration
von 10 µM auf dieWurzellänge von transgenen Pflanzen AtthiH (A) und AtthiHopt (B) sowieWildtyp
Arabidopsis thaliana-Pflanzen. Dargestellt sind die absolutenWurzellängen nach 17 Tagen auf den
entsprechenden Nährmedien. Signifikante Unterschiede von p ≤ 0,05 imVergleich zumWildtyp bei
gleicher Behandlung sind mit Stern *markiert. N > 50
Abbildung 4.25: Einfluss verschiedener Tryptophane und Cl-Tryptophane in einer Konzentration
von 10 µM auf dieWurzellänge von transgenen (AtprnA und AtprnAopt) sowieWildtyp Arabidopsis
thaliana-Pflanzen. Dargestellt sind die absolutenWurzellängen nach 17 Tagen auf den entsprechen-
den Nährmedien. Signifikante Unterschiede von p ≤ 0,05 imVergleich zumWildtyp bei gleicher
Behandlung sind mit Stern *markiert. N > 50
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Vergleich zumWildtyp signifikant erhöht. Bei Zugabe von 4-, 5- und 7-Cl-Tryptophan zeigen
sich für beide transgene Linien leichte Wachstumsreduzierungen im Vergleich zumWildtyp.
Wie schon bei den vorherigen Untersuchungen weisen auch diese Linien bei exogener Zugabe
von 6-Cl-Tryptophan signifikante Zunahmen der Wurzellängen auf.
Alle untersuchten transgenen Linien zeigen ein signifikant erhöhtes Wurzelwachstum
unter Kontrollbedingungen. Bei zusätzlicher Gabe chlorierter Tryptophane reagieren die
Pflanzen in unterschiedlichem Maß. Für alle zeigt sich bei der Zugabe von 4- und 5-Cl-
Tryptophan kein Unterschied bzw. eine leichte Wachstumsreduktion. Auch bei Zugabe von
7-Cl-Tryptophan ist dieser Effekt für die meisten Linien zu erkennen. Lediglich die Linie
AtpyrHopt zeigt hier eine Zunahme derWurzellängen. Bei Zugabe von 6-Cl-Tryptophan kann
bei allen Linien im Vergleich zumWildtyp eine Wachstumssteigerung ermittelt werden. Es
konnten im Rahmen dieser Untersuchungen keine Veränderungen bezüglich der enthaltenen
Halogenasegene und des Wachstums mit den entsprechenden Cl-Tryptophanen verzeichnet
werden.
4.6.1.4 Einfluss chlorierter Tryptophane auf dasWachstum verschiedener
Mikroorganismen
Welchen Effekt verschiedene Tryptophane auf das Wachstum von phytopathologisch rele-
vanten Mikroorganismen haben, sollte durch Plattentests näher analysiert werden. Dafür
wurden die Mikroorganismen auf Tryptophan und Cl-tryptophanhaltigen Medien mit einer
Konzentration von je 100 µM des Stoffes inkubiert und das Wachstum dieser über mehrere
Tage dokumentiert. Die Konzentration wurde zum besseren Vergleich von Cl-IAA und Cl-
Tryptophan analog zu den im Abschnitt 4.6.2.4 beschriebenen Versuchen gewählt. Es wurden
das Bakterium Pseudomonas syringae sowie die Pilze Alternaria brassicicola, Botrytis cinerea,
Fusarium culmorum und Fusarium graminearum getestet. Als Kontrollen wurden Platten
ohne Tryptophan mitgeführt. Das Wachstum der Organismen auf den Kontrollplatten wurde
als Basis für die Normierung des Wachstums auf den tryptophanhaltigen Medien verwendet.
In Abbildung 4.26 sind die Radien der vier verschiedenen Pilze auf dem entsprechenden
Medium zusammengefasst. Alle getesteten Pilze zeigen bei einer Konzentration von 100 µM
Tryptophan bzw. Cl-Tryptophan kaumWachstumsunterschiede. Das Wachstum von Fusa-
rium graminearum ist auf allen getesteten Medien ähnlich. Für Fusarium culmorum kann
bei 7-Cl-Tryptophan eine leichte Reduktion des Wachstums beobachtet werden. Ebenso
zeigt sich für Botrytis cinerea bei D/L-Tryptophan eine leichte Abnahme des Wachstums.
Lediglich für Alternaria brassicicola kann eine Wachstumszunahme bei D/L-Tryptophan
verzeichnet werden. Die chlorierten Tryptophane beeinflussen bei dieser Konzentration das
Wachstum dieser beiden Pilze in geringemMaß. Anders verhält es sich bei Inkubation des
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Abbildung 4.26:Wachstumsverhalten verschiedener Pilze auf tryptophanhaltigen Medien. Darge-
stellt ist das radialeWachstum nach 4 bis 7 Tagen in % bezogen auf die Kontrollen ohne Zugabe von
Tryptophan. Signifikante Unterschiede von p ≤ 0,05 imVergleich zu den Kontrollplatten sind mit
Stern *markiert. N = 10
Abbildung 4.27:Wachstumsverhalten von Pseudomonas syringae auf tryptophanhaltigen Medien.
Dargestellt ist das radialeWachstum nach 10 Tagen in % bezogen auf die Kontrolle ohne Zugabe von
Tryptophan. Signifikante Unterschiede von p ≤ 0,05 imVergleich zu den Kontrollplatten sind mit
Stern *markiert. N = 10
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Bakteriums Pseudomonas syringae auf Cl-tryptophanhaltigen Medien. Die Ergebnisse der
Untersuchungen sind in Abbildung 4.27 dargestellt. Das Wachstum des Bakteriums ist bei der
Inkubation auf D/L-Tryptophan nicht beeinflusst, während sowohl L-Tryptophan als auch alle
chlorierten Tryptophane das Wachstum des Bakteriums leicht reduzieren. Eine signifikante
Reduktion des Wachstums ist durch die Medien mit 4- und 5-Cl-Tryptophan festzustellen.
Das Wachstum des Bakteriums ist bei beiden um ca. 15% vermindert. Abschließend ist
festzustellen, dass die getesteten Tryptophan-Konzentrationen bei den hier untersuchten
Mikroorganismen zu keinen starken Wachstumsreduktionen führten. Weder Tryptophan
noch die chlorierten Tryptophane hemmen oder stärken das Wachstum der Organismen.
4.6.2 Einfluss chlorierter Auxine auf dasWachstum von Pflanzen und
Mikroorganismen
In den nachfolgend beschriebenen Experimenten sollte der Einfluss verschiedener Auxine
auf das Wachstum von Pflanzen, Pilzen und Bakterien untersucht werden.
4.6.2.1 Nachweis der Stabilität von IAA im flüssigenMedium
Da es sich bei IAA um eine lichtinstabile Verbindung handelt, sollte durch den Einsatz
von verschiedenen Acrylgläsern getestet werden, ob der Abbau des Hormons infolge der
Lichteinwirkung reduziert werden kann. In einem ersten Schritt wurde die Stabilität in
flüssigem Medium über 17 Tage näher untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.28
dargestellt.
Abbildung 4.28: Nachweis der Stabilität von Indol-3-Essigsäure in flüssigem Medium über der Zeit in
%. Normiert wurde auf die im Medium ermittelte Menge an IAA zum Zeitpunkt T = 0. N = 5
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In Abbildung 4.28 sind die im Medium vorhandenen IAA-Mengen zu verschiedenen
Zeitpunkten unter normalen Lichtbedingungen im Gewächshaus sowie unter zwei getesteten
Acrylgläsern dargestellt. Als Referenz wurden Proben zumZeitpunkt T = 0 analysiert. Dieser
Werte dienen als Referenz, auf welche der Abbau über der Zeit normiert wurde. Aus der
Grafik wird deutlich, dass der Abbau von IAA unter normalen Gewächshausbedingungen
schon nach wenigen Tagen weit fortgeschritten ist. Nach drei Tagen sind nur noch rund 60%
der Ausgangskonzentration vorhanden, nach sechs Tagen ist im Medium keine IAA mehr
nachweisbar.
Anders verhält es sich dagegen bei der Inkubation desMediums unter demgelbenAcrylgas
(PLEXIGLAS®, Evonik Industries AG). Der Abbau des Hormons erfolgt bei diesem Versuchs-
aufbau weniger schnell. Am Ende des Versuches nach 17 Tagen waren noch rund 55% der
zugegebenen IAA-Menge vorhanden. Der Abbau von IAA konnte somit um die Hälfte mini-
miert werden. Das gelb fluoreszierende Acrylglas (Perspex®, Lucite International) hingegen
konnte den totalen Abbau von IAA im Untersuchungszeitraum nicht verhinder. Nach sechs
Tagen waren noch rund 58% nachweisbar. Da nach 17 Tagen keine IAA nachweisbar war,
konntemit fortschreitender Inkubationszeit der Abbau unter diesen Bedingungen demzufolge
nicht verhindert werden.
4.6.2.2 Nachweis der Stabilität von IAA und Cl-IAA im festenMedium
Mit dem gelben Acrylgas (PLEXIGLAS®) wurde anschließend getestet, ob sowohl IAA als
auch chlorierte IAA im festen Medium stabil sind. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen
sind in Abbildung 4.29 dargestellt. Bei diesen Untersuchungen zeigte sich, dass sowohl IAA
als auch die beiden getesteten chlorierten Auxine unter gelben Acrylglas nur zu geringen
Teilen abgebaut werden. Von allen getesteten Substanzen sind nach 17 Tagen noch rund 80%
im festen Medium vorhanden. Im Vergleich dazu sind nach der gleichen Zeit im Tageslicht
nur noch Spuren der Substanzen nachweisbar.
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass das gelbe Acrylgas sowohl für Tests mit flüssigem
als auch festemMedium unter Lichteinfluss den Abbau von IAA und Cl-IAA vermindert. Das
Wachstum der Pflanzen ist durch den Einsatz des Acrylglases im Vergleich zum Tageslicht
jedoch beeinflusst. Das Wachstum der Wurzeln ist aufgrund des fehlenden UV-Lichts leicht
reduziert, während das Hypokotyl verlängert ist (Daten nicht dargestellt).
4.6.2.3 Einfluss chlorierter Auxine auf dasWurzelwachstum von Arabidopsis thaliana
Wildtyp
Für IAA ist bekannt, dass dieses konzentrationsabhängig wirkt und in niedrigen Konzentra-
tionen das Wachstum der Pflanzen fördert, während das Auxin in höheren Konzentrationen
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Abbildung 4.29: Nachweis der Stabilität von IAA und Cl-IAA in festem Medium über der Zeit in %.
Normiert wurde auf die im Medium ermittelte Menge des jeweiligen Auxins zum Zeitpunkt T = 0.
N = 5
toxisch für die Pflanzen ist (Davies 2004). Welchen Einfluss chlorierte IAA auf das Wachstum
von Wildtyp Arabidopsis thaliana hat, wurde mittels Plattentests näher untersucht. Bei diesen
Untersuchungen wurden Samen auf MS-Medium mit unterschiedlichen Auxinen ausgelegt
und dasWachstum derWurzeln nach 17-tägiger Inkubation auf diesenMedien analysiert. Als
Kontrollen wurden Platten ohne Zugabe von IAA mitgeführt, auf Basis derer anschließend
das relative Wachstum berechnet wurde. Die Ergebnisse dieser Versuche sind Abbildung 4.30
zu entnehmen.
Für die hier getesteten IAA-Konzentrationen ist die bereits beschriebene konzentrati-
onsabhängige Optimumskurve erkennbar. Das Wachstum der Wurzeln wird bis zu einer
Konzentration von 1 nM gefördert. Danach beginnt zunächst eine leichte Wachstumshem-
mung bei 10 nM, welche ab 100 nM zu einer starken Wachstumsreduktion der Wurzeln
führt. Auch für die chlorierten Auxine ergeben sich derartige Optimumskurven. Allerdings
sind einige Unterschiede erkennbar. So ist die relative Wachstumszunahme für 4-Cl-IAA
im Vergleich zur nicht chlorierten IAA höher. Bis zu einer Konzentration von 1 nM zeigt
sich eine Wachstumszunahme von rund 40%. Im Vergleich dazu liegt diese bei der nicht
chlorierten IAA bei rund 25%. Eine signifikante Hemmung des Wurzelwachstums ist ab
einer Konzentration von 100 nM zu erkennen. Die Optimumskurven der weiteren getesteten
Verbindungen sind leicht zu den niedrigeren Konzentrationen hin verschoben und zeigen
das beste Wachstum für die niedrigste der getesteten Konzentration von 0,1 nM. Für 5- und
7-Cl-IAA ergeben sich außerdem bessere Toleranzen gegenüber höheren Konzentrationen
des jeweiligen Stoffes. Die Reduktion des Wachstums bei 100 nM ist im Vergleich zu allen
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Abbildung 4.30: Einfluss von IAA und Cl-IAA auf dieWurzellänge vonWildtyp Arabidopsis thaliana.
Dargestellt sind die prozentualenWurzellängen nach 17 Tagen Inkubation auf verschiedenen IAA-
haltigen Medien. Normiert wird auf die Kontrollen ohne Zugabe von IAA oder Cl-IAA. Signifikante
Unterschiede von p ≤ 0,05 im Vergleich zu den nicht behandelten Pflanzen sind mit Stern *markiert.
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anderen getesteten Verbindungen bei 7-Cl-IAA sehr gering. Erst ab einer Konzentration von
1000 nM ist im Vergleich zur Kontrolle eine signifikante Hemmung des Wurzelwachstums
zu verzeichnen.
Zur besseren Anschaulichkeit sind diese Ergebnisse nochmals grafisch in Abbildung 4.31
zusammengefasst. Bei dieser Darstellungsform werden die beschriebenen Optimumskurven
gut sichtbar. Des Weiteren ist die bereits beschriebene erhöhte Wachstumszunahme bei
4-Cl-IAA erkennbar.
Abbildung 4.31: Einfluss von IAA und Cl-IAA auf dieWurzellänge vonWildtyp Arabidopsis thaliana.
Dargestellt sind die prozentualenWurzellängen nach 17 Tagen Inkubation auf verschiedenen IAA-
haltigen Medien zur besseren Vergleichbarkeit als Liniendiagramm. Normiert wird auf die Kontrollen
ohne Zugabe von IAA oder Cl-IAA. N > 50
4.6.2.4 Einfluss chlorierter Auxine auf dasWachstum vonMikroorganismen
Analog zu den Versuchen mit Cl-Tryptophan sollte bei diesen Untersuchungen getestet wer-
den, ob die verschiedenen Auxine einen Einfluss auf das Wachstum der bereits beschriebenen
Mikroorganismen haben. Grundlage für diese Annahme ist, dass andere phytopathologisch
relevanteMikroorganismen durch Konzentrationen von 100 µM IAA imWachstum gehemmt
werden. Dies konnte z. B. für den Erreger der Stängelgrundfäule Pythium debaryanum gezeigt
werden (Mittag et al. 2015). Für die hier durchgeführten Untersuchungen wurden daher
100 µM IAA bzw. Cl-IAA verwendet. Die Ergebnisse der getesteten Pilze sind Abbildung 4.32
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zu entnehmen. Dargestellt ist das relative Wachstum nach vier bis sieben Tagen normiert
auf die Kontrollplatten. Für Fusarium graminearum kann sowohl durch die Zugabe von IAA
als auch 5- und 7-Cl-IAA eine signifikante Wachstumshemmung festgestellt werden. Eben-
so wurde bei Fusarium culmorum für fast alle chlorierten Verbindungen eine signifikante
Wachstumsreduktion des Pilzes ermittelt. Auch die beiden anderen getesteten Pilze lassen
sich durch die Zugabe von 7-Cl-IAA, aber nicht durch andere chlorierte IAA-Derivate, in
deren Wachstum hemmen.
Abbildung 4.32:Wachstumsverhalten verschiedener Pilze auf IAA und Cl-IAA haltigen Medien.
Dargestellt ist das radialeWachstum nach 4 bis 7 Tagen in %. Normiert wird auf die Kontrollen
ohne Zugabe von IAA oder Cl-IAA. Signifikante Unterschiede von p ≤ 0,05 imVergleich zu den
Kontrollplatten sind mit Stern *markiert. N = 10
Neben den getesteten Pilzen wurde ebenfalls das Bakterium Pseudomonas syringae auf
IAA-haltigen Medien angezogen und das Wachstum bezogen auf das der Kontrollplatten
ermittelt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 4.33 dargestellt. Anders
als bei den getesteten Pilzen ist für das Bakterium eine Hemmung des Wachstums bei allen
getesteten Auxinen zu verzeichnen. Eine signifikante Hemmung von ca. 20% wird durch fast
alle Substanzen hervorgerufen. Diese Hemmung ist im Vergleich zu derWachstumshemmung
bei den Pilzen deutlich stärker.
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Abbildung 4.33:Wachstumsverhalten von Pseudomonas syringae auf IAA-haltigen Medien. Darge-
stellt ist das radialeWachstum nach 10 Tagen in %. Normiert wird auf die Kontrollen ohne Zugabe von
IAA oder Cl-IAA. Signifikante Unterschiede von p ≤ 0,05 im Vergleich zu den Kontrollplatten sind mit
Stern *markiert. N = 10
4.7 PflanzenpathologischeVersuche
Mithilfe verschiedener Pathogene sollte untersucht werden, ob die transgenen Arabidopsis
thaliana Linien die heterolog eine der Halogenasen exprimieren, eine veränderte Reaktion
auf Infektionen mit Pilzen und Bakterien aufweisen.
4.7.1 Infektion von Arabidopsis thalianamit Pseudomonas syringae
Die Infektion mit Pseudomonas syringae pv. tomatoDC3000 erfolgte mit einer abgewandelten
Überschichtungs-Inokulationsmethode nach Ishiga et al. (2011). Die Infektionsrate durch
Pseudomonas syringae wurde sieben Tage nach Inokulation durch die Bildung gelber Blätter
dokumentiert. Da durch den Versuchsaufbau (siehe Abschnitt 3.2.1) alle Pflanzen umgesetzt
werden mussten, kam es auch bei den mitgeführten Kontrollen zur Ausbildung gelber Blätter.
Aus diesem Grund sind in den Diagrammen sowohl der relative Anteil der gelben Blätter der
inokulierten Pflanzen, als auch der Kontrollen gezeigt. Die Ergebnisse sind für die jeweilige
Halogenase getrennt aufgeführt.
InAbbildung 4.34 sind die Ergebnisse der transgenen Pflanzen vonAtpyrH undAtpyrHopt
dargestellt. Sieben Tage nach der Inokulation der Pflanzen sind deutliche Krankheitssym-
ptome sowohl beim Wildtyp als auch bei den transgenen Pflanzen in Form gelber Blätter
erkennbar. Es ist festzustellen, dass es sowohl bei den Kontrollen als auch bei den infizierten
Pflanzen zu einer Gelbfärbung der Blätter kommt. Sowohl das Umsetzen sowie Überschichten
der Kontrollpflanzen mit einer NaCl-Lösung führt zur Ausprägung der für die Infektion mit
Pseudomonas syringae typischen gelben Blätter. Für viele Pflanzen der Linien von AtpyrH,
kann beim Vergleich zumWildtyp eine mildere Infektion beobachtet werden. Beim Wildtyp
sind bei den inokulierten Pflanzen rund 60% der Blätter gelb gefärbt, während es bei trans-
112 Ergebnisse
Abbildung 4.34: Gelbfärbung der Blätter von AtpyrH und AtpyrHopt Pflanzen durch Pseudomonas
syringae. Ermittelt wurde der Anteil gelber Blätter 7 Tage nach Inokulation der Pflanzen mit dem
Bakterium. Die Kontrollpflanzen wurden nur mitWasser + 0,9% NaCl behandelt.
genen Linien mitunter eine Reduzierung dieser Symptome auf ca. 30% gibt. Werden auch
die Ergebnisse der Kontrollpflanzen in die Auswertung einbezogen, kann für alle Linien der
AtpyrH eine leicht verbesserte Resistenz gegenüber Pseudomonas syringae festgestellt werden.
Anders verhält es sich bei den Pflanzen der Linien von AtpyrHopt. Durch die Betrachtung
desWildtyps zeigt sich, dass die Symptome nach der Inokulationmit demPathogen bei diesem
Versuch deutlich niedriger sind. Besonders auffällig ist die Linie AtpyrHopt OX_4, welche
sowohl bei den infizierten als auch den Kontrollpflanzen eine Färbung der Blätter von rund
18% zeigt. Die Resultate dieser Linie sind unter Berücksichtigung dieser Ergebnisse nicht
verwertbar, weshalb diese Linie nicht berücksichtigt werden kann. Für alle anderen Linien
könnennurwenigeGelbfärbungen der Blätter bei denKontrollpflanzen festgestellt werden. Bei
den LinienAtpyrHopt OX_6 undAtpyrHopt OX_7 ist eine leichtmildere Symptomausprägung
der Pflanzen zu erkennen. Alle anderen getesteten Linien zeigen eine höhere Infektionsrate
mit dem Pathogen im Vergleich zumWildtyp.
Beim Test der Pflanzen mit den Tryptophan-6-Halogenasegenen AtthiH und AtthiHopt
zeigen einige Linien eine veränderte Anzahl gelber Blättern im Vergleich zumWildtyp. Die
Ergebnisse beider Halogenasen sind in Abbildung 4.35 zusammengefasst. Die Ausbildung von
gelben Blättern ist bei den Kontrollen der AtthiH-Pflanzen erneut hoch. Bei der Betrachtung
des Wildtyps zeigt sich, dass die Infektion sehr gut funktioniert hat. Bei den infizierten
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Abbildung 4.35: Gelbfärbung der Blätter von AtthiH und AtthiHopt Pflanzen durch Pseudomonas
syringae. Ermittelt wurde der Anteil gelber Blätter 7 Tage nach Inokulation der Pflanzen mit dem
Bakterium. Die Kontrollpflanzen wurden nur mitWasser + 0,9% NaCl behandelt.
Pflanzen sind bei diesem rund 50% der Blätter gelb gefärbt. Der Vergleich mit den transgenen
Pflanzen zeigt, dass lediglich einige Linien eine leichte Reduktion des Anteils gelber Blätter von
mitunter 10% aufweisen. Aufgrund der hohen Variabilität zwischen den Linien kann jedoch
davon ausgegangen werden, dass sich dieser leicht positive Effekt nicht auf die Expression des
Halogenasegens zurückführen lässt.
Auch für die transgenen Linien der AtthiHopt kann keine höhere Widerstandsfähigkeit
der Pflanzen, im Vergleich zumWildtyp, gegenüber dem Pathogen festgestellt werden. Die
nach der Inokulation der Pflanzen ermittelten Symptome sind bei diesem Versuch weniger
stark. Im Vergleich zu den anderen Versuchen, kann beimWildtyp lediglich ein Anteil der
gelben Blätter von 20% ermittelt werden. Unter Berücksichtigung dieses Ergebnisses wird
deutlich, dass die Linien einen ähnlich hohen oder sogar größeren Anteil an gelben Blättern
als der Wildtyp aufweisen. Besonders deutlich wird dies bei der Betrachtung der Ergebnisse
der Linie AtthihHopt OX_17, bei welcher nahezu 40% der Blätter gelb gefärbt sind.
Ein ganz anderes Bild ergibt sich bei den Pflanzen, welche die Tryptophan-7-Halogenase-
gene AtprnA und AtprnAopt exprimieren. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.36 dargestellt.
In beiden Versuchen konnte eine gute Infektionsrate für den Wildtyp von rund 50% erzielt
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werden. Für nahezu alle der hier getesteten Linien zeigt sich ein Rückgang der Symptome.
Der Anteil gelber Blätter bei den Kontrollen beträgt rund 10%.
Abbildung 4.36: Gelbfärbung der Blätter von AtprnA und AtprnAopt Pflanzen durch Pseudomonas
syringae. Ermittelt wurde der Anteil gelber Blätter 7 Tage nach Inokulation der Pflanzen mit dem
Bakterium. Die Kontrollpflanzen wurden nur mitWasser + 0,9% NaCl behandelt.
Bei den Linien von AtprnA sind besonders die Linien AtprnA OX_11 und AtprnA OX_16
hervorzuheben. Der Anteil gelber Blätter ist bei diesen Linien um die Hälfte reduziert. Auch
die drei getesteten Linien der AtprnAopt zeigen alle eine leichte Reduzierung der Symptome.
Zusammenfassend ist für einige der getesteten transgenen Linien festzustellen, dass diese
eine reduzierte Symptomausprägung im Vergleich zum Wildtyp aufweisen. Vor allem die
Linien der Tryptophan-5-Halogenase AtpyrH sowie der beiden Tryptophan-7-Halogenasen
AtprnA und AtprnAopt weisen weniger gelbe Blätter als derWildtyp auf. Allerdingsmuss auch
berücksichtigt werden, dass vor allem die Linien der optimierten Tryptophan-5-Halogenase
AtpyrHopt sowie der beiden Tryptophan-6-Halogenasen AtthiH und AtthiHopt zum Teil
einen deutlich erhöhten Anteil gelber Blätter zeigen.
4.7.2 Infektion von Arabidopsis thalianamit Botrytis cinerea und Alternaria
brassicicola
Die Infektion der Pflanzenmit den Pathogenen Botrytis cinerea und Alternaria brassicicola er-
folgte als Blattinfektionsversuch. Dafür wurden abgeschnittene Rosettenblätter der jeweiligen
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Arabidopsis Pflanzen verwendet. Die Inokulation der Blätter erfolgte, indem je ein Tropfen
der Sporensuspensionen des jeweiligen Pilzes punktförmig auf die Blattoberseite aufgetragen
wurden.
In Abbildung 4.37 sind exemplarisch Blätter der Tryptophan-5-Halogenase AtpyrH sieben
Tage nach Inokulation mit den beiden Pathogenen dargestellt. Dabei ist zu erkennen, dass
sich ausgehend von der Inokulationsstelle her Läsionen bilden. Des Weiteren kommt es zur
beginnenden Welke der Blätter. Bei den Kontrollen bilden sich hingegen keine Läsionen aus.
Aus diesem Grund konnte sich bei der anschließenden Auswertung direkt auf den Wildtyp
bezogen werden. Der Mittelwert des Durchmessers der Läsionen des Wildtyps wurde zu
100% definiert. Die Mittelwerte der transgenen Pflanzen wurden anschließend auf diesen
bezogen. Eine statistische Auswertung ist aufgrund des geringen Stichprobenumfangs nicht
möglich. Nachfolgend sind die Ergebnisse getrennt nach den Halogenasen abgebildet.
In Abbildung 4.38 sind die Ergebnisse der Linien der Tryptophan-5-Halogenasegene
AtpyrH und AtpyrHopt zusammengefasst. Beim Vergleich der Durchmesser der Läsionen
an den Blättern zeigen sich kaum Unterschiede zwischen den transgenen Pflanzen und dem
Wildtyp. Bei den mit Botrytis cinerea inokulierten Blättern zeigen nur die Linien AtpyrH
OX_10 und AtpyrH OX_16 eine Reduktion der Symptome um bis zu 25%. Bei den Blättern,
welche mit Alternaria brassicicola inokuliert wurden, ist bei keiner der Linien eine Reduktion
des Läsionsdurchmessers zu beobachten. Für die AtpyrH OX_9 konnte aufgrund fehlenden
Blattmaterials der Versuch mit Alternaria brassicicola nicht durchgeführt werden. Für keine
der hier getesteten Linien konnte aufgrund der Expression der Halogenasegene eine Resistenz
gegen die getesteten Pilze ermittelt werden.
Ein ähnliches Bild zeigt sich auch für die Linien der Tryptophan-6-Halogenasegene. In
Abbildung 4.39 sind die Ergebnisse für AtthiH und AtthiHopt zusammengefasst. Für beide
Halogenasegene kann lediglich bei einigen Linien eine leichte Reduzierung der Läsionen
sieben Tage nach Inokulation mit den beiden Pilzen ermittelt werden. Einige Linien zeigen
jedoch auch eine erhöhte Infektionsrate im Vergleich zumWildtyp. Vor allem die Infektion
mit Alternaria brassicicola ruft bei fast allen getesteten Linien eine erhöhte Ausprägung der
Läsionen hervor. Lediglich die Linien AtthiH OX_1 und AtthiH OX_10 zeigen bei beiden
Pathogenen eine verbesserte Toleranz gegenüber dem Pathogen. Eine verbesserte Resistenz
der transgenen Pflanzen aufgrund der Expression der Halogenasegene kann nicht gezeigt
werden.
Die Abbildung 4.40 zeigt die Ergebnisse der transgenen Linien der Tryptophan-7-Halo-
genasegene AtprnA und AtprnAopt. Für beide Erreger zeigen die getesteten Linien beider
Halogenasegene eine leicht erhöhte Symptomausprägung in Form größerer Läsionen als im
Vergleich zumWildtyp. Lediglich die Linien AtprnA OX_9 und AtprnA OX_12 zeigen bei
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Abbildung 4.37: Symptomausprägung der AtpyrH Pflanzen nach der Inokulation mit Botrytis cinerea
und Alternaria brassicicola. Gezeigt sind die Rosettenblätter 7 Tage nach Inokulation mit den Pilzen. Bei
den Kontrollen wurden die Blätter nur mitWasser behandelt. Größenmaßstab = 1 cm. N > 8
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Abbildung 4.38: Symptomausprägung der AtpyrH und AtpyrHopt-Pflanzen nach der Inokulation mit
Botrytis cinerea und Alternaria brassicicola. Gezeigt sind die prozentualen Durchmesser der Läsionen
7 Tage nach Inokulation mit den Pilzen in Abhängigkeit vomWildtyp. N > 8
Abbildung 4.39: Symptomausprägung der AtthiH und AtthiHopt Pflanzen nach der Inokulation mit
Botrytis cinerea und Alternaria brassicicola. Gezeigt sind die prozentualen Durchmesser der Läsionen
7 Tage nach Inokulation mit den Pilzen in Abhängigkeit vomWildtyp. N > 8
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der Infektion mit Botrytis cinerea eine leicht verbesserte Toleranz gegenüber dem Pathogen
im Vergleich zumWildtyp.
Abbildung 4.40: Symptomausprägung der AtprnA und AtprnAopt Pflanzen nach der Inokulation mit
Botrytis cinerea und Alternaria brassicicola. Gezeigt sind die prozentualen Durchmesser der Läsionen
7 Tage nach Inokulation mit den Pilzen in Abhängigkeit vomWildtyp. N > 8
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die transgenen Linien nur sehr leichte
bzw. keine verbesserte Resistenz gegenüber den getesteten pathogenen Pilzen aufweisen. Die
Stichprobenanzahl ist bei diesem Versuch mitN > 8 gering. Es ist dabei darauf zu achten,
dass die Pflanzen in einem sehr guten Zustand sein müssen. Sobald schon vor der Infektion
Welkeerscheinungen auftreten, kann eine Auswertung nach sieben Tagen keine verlässlichen
Informationen liefern.
5 Diskussion
In der Natur kommen eine Vielzahl natürlicher halogenierter Verbindungen vor, welche vor
allem durch Bakterien und Pilze produziert werden (Gribble 2003). Halogenierte Substanzen
in Pflanzen hingegen sind sehr selten. Das Potenzial dieser Stoffe, welche z. B. antimikro-
bielle Eigenschaften besitzen, ist sehr groß. In einigen Pflanzen konnte eine halogenierte
Form eines Auxins, die 4-Cl-IAA, nachgewiesen werden (Reinecke 1999). Mithilfe bakte-
rieller Tryptophan-Halogenasen gelang die Bildung weiterer halogenierter Verbindungen
in verschiedenen Pflanzen. Glenn et al. (2011) erzeugten transgene Catharanthus roseus
Haarwurzel-Kulturen, welche das Tryptophan-7-Halogenasegen rebH in Verbindung mit
dem Gen für die Flavin-Reduktase rebF exprimieren. Die Expression dieser beiden Gene
führte zur Bildung von chloriertem Tryptophan und schlussendlich zu chlorierten Alkaloiden
des Terpen-Indol-Typs. Auch die transiente Expression der Halogenasegene rebF und sttH in
Tabak führte zur Bildung von chlorierten Verbindungen, wie z. B. 6- und 7-Cl-Tryptophan
sowie 6- und 7-Chlortryptamin (Fräbel et al. 2016).
Anders als bei den Untersuchungen an Catharanthus roseus wurde im Rahmen die-
ser Arbeit auf die zusätzliche Integration eines Flavin-Reduktase-Gens verzichtet und die
alleinige Expression von bakteriellen Halogenasegenen in der Modellpflanze Arabidopsis tha-
liana näher untersucht. Aus Voruntersuchungen war bereits bekannt, dass die verwendeten
Tryptophan-Halogenasen keine spezielle Flavin-Reduktase für deren Aktivität benötigen
(Unversucht et al. 2005). Fräbel et al. (2016) konnten in Analysen mit transient exprimierten
Halogenasen in Tabak zeigen, dass die Expression ohne die zusätzliche Integration einer
Flavin-Reduktase in den Chloroplasten möglich ist. Ob eine stabile Transformation von
Tryptophan-Halogenasegenen in Arabidopsis thalianamöglich ist und diese zur Bildung von
chloriertem Tryptophan und weiteren halogenierten Verbindungen führen, war bislang nicht
untersucht worden.
5.1 Heterologe Expression vonTryptophan-Halogenasen in
Arabidopsis thaliana
Die drei bakteriellen Halogenasegene pyrH, thiH und prnA wurden unter der Kontrolle
des konstitutiven 2×35S-Promotors heterolog in Arabidopsis thaliana exprimiert. Zusätzlich
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wurden Sequenzoptimierungen der bakteriellen Gene zur besseren Expression der Gene in
der Modellpflanze durchgeführt und die optimierten Gene ebenfalls unter der Kontrolle des
2×35S-Promotors in die Pflanzen transformiert. Dabei war festzustellen, dass sowohl die
originalen bakteriellen Halogenasen als auch die optimierten Gene in den Pflanzen exprimiert
werden konnten.
Die Untersuchung der Expression war durch die identischen Größen von gDNA und
cDNA erschwert. Da es sich bei den hier eingebrachten Genen im Ursprung um bakterielle
Gene handelt, besitzen diese keine Introns. Bei weiterführenden Untersuchungen sollte bei
der Klonierung darauf geachtet werden, dass mindestens ein zusätzliches Intron in die gDNA
eingebracht wird, welches nach Transkription gespleißt vorliegt und somit eine veränderte
Größe besitzt. Ein weiterer Vorteil der Integration von speziellen Introns könnte eine ver-
stärkte Expression der Gene durch diese sein. In Untersuchungen mit unterschiedlichen
Organismen, darunter auch verschiedene Pflanzenarten, konnte gezeigt werden, dass bei
heterologer Genexpression DNA, welche Introns enthielten, besser exprimiert wird als die
dazugehörige cDNA (Morello und Breviario 2008; Callis et al. 1987).
Bei den in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen gelang ferner der Nachweis,
dass das zusätzliche Einbringen einer Flavin-Reduktase in Arabidopsis thaliana nicht zwangs-
weise notwendig ist. Das für die Halogenierungsreaktion notwendige FADH2 kann durch
die Pflanzen selbst zur Verfügung gestellt werden. Bei der transienten Expression verschie-
dener Halogenasen in Tabak konnte ebenfalls gezeigt werden, dass ohne die Co-Integration
der Flavin-Reduktase die Halogenierung im Chloroplasten möglich ist (Fräbel 2016). Eine
Halogenierung im Apoplasten ist ohne die zusätzliche Expression einer Flavin-Reduktase
jedoch nicht möglich (Fräbel 2016).
Die Optimierung der bakteriellen Gene sollte zu deren besseren Transkription in einem
pflanzlichen System führen und schlussendlich eine stärjere Expression ermöglichen. So
konnte für andere Expressionssysteme gezeigt werden, dass die Optimierung von Genen für
den entsprechenden Organismus zu einer erhöhten Expression und verstärkten Bildung von
Enzymen führt (Wang und Estelle 2014; Rouwendal et al. 1997). Beim Vergleich der Expressi-
onsdaten zwischen den optimierten und originalen Halogenasegenen war jedoch festzusellen,
dass die Optimierung in diesem Fall nicht zwangsläufig zu einer erhöhten Expression führte.
Für die transgenen Linien der Tryptophan-5-Halogenasegene AtpyrH und AtpyrHopt konnte
eine erhöhte Genexpression durch die Optimierung gezeigt werden. Für die beiden anderen
Halogenasen konnten diese Ergebnisse jedoch nicht bestätigt werden. Die Optimierung der
Gene AtthiH und AtprnA führte nicht generell zu einer erhöhten Expression.
Für die eingebrachten Halogenasegene konnten in weiterführenden Untersuchungen
spezifische Unterschiede für individuelle Linien in der Expression ermittelt werden. Die-
se variablen Disparitäten der Linien können verschiedene Ursachen haben. Ein möglicher
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Grund könnten abweichende Integrationsorte der Halogenasen in das Genom vonArabidopsis
thaliana sein. Bei der verwendeten Transformationsmethode mittels „Floral Dip“ wird durch
Agrobacterium tumefaciens an jeder Blüte eine individuelle Integration der Zielgene erreicht.
Die Analyse des Integrationsortes muss in weiteren Untersuchungen erfolgen, um eine Aus-
sage darüber treffen zu können, ob dies einen Einfluss auf die Expression des jeweiligen Gens
hat.
Um die quantitative Expression der Halogenasegene mittels qPCR anders darzustellen,
kann neben der hier verwendeten Methode der relativen Quantifizierung zusätzlich auch
eine absolute Quantifizierung der Expression der Gene durchgeführt werden. Im Gegen-
satz zur relativen Quantifizierung, bei der in diesem Fall auf die Probe mit der geringsten
Expression normiert wurde, wird bei der absoluten Quantifizierung die Konzentration des
Zielgens in einem gemessenem Zahlenwert ausgedrückt. Der Nachteil dieser Methode liegt
allerdings in möglichen Effizienzunterschieden zwischen den verwendeten Standards und der
zu untersuchenden Probe. Sowohl die Qualität der eingesetzten RNA als auch die Effizienz
der cDNA-Synthese selbst kann zwischen den einzelnen Proben variieren. Auch die durch-
geführte qPCR von Standard und Probe muss nicht zwangsläufig gleich effektiv erfolgen,
was Messungenauigkeiten zur Folge hat. Aus diesem Grund sollte diese Methode zusätzlich
unterstützend zur relativen Quantifizierung verwendet werden.
5.1.1 Nachweis der Bildung und Funktionsfähigkeit der Halogenasen in
Arabidopsis thaliana
Eine Expression der eingebrachten Halogenasen konnte für jeweils mindestens drei unab-
hängige Linien in Arabidopsis thaliana beschrieben werden. Auch in Untersuchungen mit
transgenen Catharanthus roseus Haarwurzel-Kulturen konnten neben den gebildeten Me-
taboliten die Expressionen verschiedener Halogenasen nachgewiesen werden (Glenn et al.
2011). Der Nachweis der in Pflanzen gebildeten Proteine mittels Immunoblot und der direk-
te Nachweis der Funktionsfähigkeit dieser Enzyme erfolgte bei diesen Untersuchungen an
Catharanthus roseus jedoch nicht. Für den Nachweis der gebildeten Proteine wurde deren
Anreicherung durch verschiedene Reinigungsmethoden näher untersucht. Bei allen Me-
thoden wurde ein C-terminal angefügter 6×His-Tag zur Reinigung genutzt. Fräbel (2016)
konnte in Untersuchungen zeigen, dass eine Fusion verschiedener Halogenasen an YFP oder
einem 8×His-Tag möglich ist. In den Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass nur die Reinigung unter nativen Bedingungen zu eine Anreicherung der
Zielproteine führte. Der im Anschluss durchgeführte Immunoblot bestätigte die Bildung von
AtpyrH und AtpyrHoptmittels Anti-His-Antikörper (siehe Abbildung 4.15). Dieser Nachweis
konnte jedoch nicht für alle Linien erbracht werden. Ein Grund dafür könnte die großeMenge
122 Diskussion
benötigten Pflanzenmaterials von Arabidopsis thaliana sein. Obwohl die Expression der Gene
unter der Kontrolle eines 2×35S-Promotors standen, konnten nur geringe Mengen Proteine
angereichert werden. Es ist denkbar, dass die Verwendung von zu geringen Mengen an Pflan-
zenmaterial zur Folge hatte, dass die Proteinkonzentration unter der Detektionsgrenze lagen
und ein positiver Nachweis im Immunoblot somit nicht möglich war.
Sowohl bei den Untersuchungen mit Catharanthus roseus (Glenn et al. 2011) als auch
der transienten Expression der Halogenasen am Tabak (Fräbel 2016) wurden die gebilde-
ten Enzyme nicht aus den Pflanzen angereichert und auf deren Aktivität hin untersucht.
In Untersuchungen mit den transgenen Arabidopsis thaliana-Linien von AtpyrH und At-
pyrHopt gelang der Nachweis von funktionsfähigen Enzymen, welches aus den Pflanzen
angereichert wurde. Dabei zeigte sich, dass beide Enzyme die Umwandlung von Tryptophan
zu Cl-Tryptophan nach der Reinigung aus Arabidopsis thaliana katalysieren können (siehe
Abbildung 4.18).
Aus anderen transgenen Linien war dieser Nachweis bisher nicht möglich. Ein Grund
dafür könnten z. B. die hohen Mengen benötigten Pflanzenmaterials für die Anreicherung
der Enzyme sein. Des Weiteren ist zu beachten, dass in verschiedenen unabhängigen Experi-
menten ein positiver Nachweis der Enzyme nur zu einem frühen Zeitpunkt der Entwicklung
von Arabidopsis thaliana gelang. Zu einem späteren Zeitpunkt war dies mit den Pflanzen der
gleichen Linien nicht mehr möglich. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte sowohl in Erde als
auch steril in Schüttelkulturen. Der positive Nachweis der funktionsfähigen Proteine von
AtpyrH und AtpyrHopt gelang dabei nur mit steril angezogenem Pflanzenmaterial mit einem
Alter von ca. 21 Tagen, jedoch nichtmit älterem Pflanzenmaterial, welches auf Erde angezogen
wurde.
5.1.2 Analyse der chloriertenMetaboliten in den transgenen Pflanzen
Für die bakteriellen Tryptophan-Halogenasegene pyrH, thiH und prnA konnte in Unter-
suchungen gezeigt werden, dass diese die Aminosäure Tryptophan regioselektiv an den
Positionen 5, 6 und 7 des Indolrings halogenieren (Keller et al. 2000; Zehner et al. 2005; Yeh
et al. 2005).
Für die heterolog in Arabidopsis thaliana exprimierten Halogenasegene war bei den
hier durchgeführten Untersuchungen zu konstatieren, dass durch die gebildeten Enzyme
chlorierte Verbindungen gebildet werden konnten. In dieser Arbeit wurdenmittels LC-MS die
Bildung von Cl-Tryptophan sowie Cl-IAN an den entsprechenden Positionen des Indolrings
nachgewiesen (siehe Abschnitt 4.5.2). In Arabidopsis thaliana ist Tryptophan die Vorstufe
vieler verschiedener Stoffwechselprodukte, wie z. B. von IAN sowie IAA und Camalexin
(Normanly 2010). Eine direkte Halogenierung von IAA oder weiterer Stoffwechselprodukte
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durch die Halogenasen konnte in Arabidopsis thaliana nicht nachgewiesen werden. In Erbsen
ist ausgehend von Cl-Tryptophan die Biosynthese von 4-Cl-IAA postuliert. Es konnten drei
TAA1-Homologe isoliert werden, welche an der Bildung von 4-Cl-IAA mittels der Bildung
von 4-Chlorindol-3-Pyruvat beteiligt sind (Tivendale et al. 2014). Die an der Synthese von
4-Cl-Tryptophan beteiligten Enzyme sind jedoch noch nicht aufgeklärt (Lam et al. 2015).
Neben Cl-Tryptophan und Cl-IAN konnten bis zum jetzigen Zeitpunkt keine weiteren
chlorierten Intermediate in den transgenen Pflanzen gefunden werden. Dies liegt vor allem
an den geringen Konzentrationen der gebildeten chlorierten Stoffe. So gelang der Nachweis
von Cl-Tryptophan von maximal 5 µg g−1 und etwa 0,2 µg g−1 Cl-IAN jeweils bezogen auf
das Trockengewicht. Sollte eine Umwandlung von Cl-IAN zu Cl-IAA erfolgt sein, konnte
diese aufgrund der niedrigen Konzentrationen nicht nachgewiesen werden.
Ferner besteht die Möglichkeit, dass die Effizienz der an der Bildung der Intermediate
beteiligten Enzyme im weiterführenden Stoffwechselweg zu IAA gegenüber den chlorier-
ten Substanzen geringer ist. Es ist bekannt, dass IAN durch eine Gruppe von Nitrolasen
(NIT1 und NIT2) zu aktiver IAA umgewandelt werden kann (Normanly 1997). Inwieweit
die Effizienz dieser Enzyme in Arabidopsis thaliana durch modifizierte Substrate verändert
wird, ist nicht bekannt. Genauere Untersuchungen über die Nutzung von IAN im Vergleich
zu Cl-IAN waren im Rahmen dieser Arbeit aufgrund der geringen Konzentrationen nicht
möglich. Um einen Vergleich der Effizienz der Substrate durchführen zu können, sind weitere
Untersuchungen über die gebildeten Metabolite in Arabidopsis thaliana nötig. Eine Mög-
lichkeit zur Anreicherung von Cl-Intermediaten sind sogenannte Fütterungsversuche. Bei
diesen Versuchsaufbauten könnten den verschiedenen transgenen Linien zu bestimmten
Zeitpunkten verschiedene Indole zugegeben werden. An erster Stelle steht dabei die Zugabe
des für die Halogenasen bevorzugten Substrates Tryptophan selbst. Damit könnte eine direkte
Anhäufung von Cl-Tryptophan erreicht werden. Ausgehend von dieser Verbindung könnten
dann weitere halogenierte Intermediate in größeren Mengen gebildet werden. Ferner könnte
auch direkt Indol-3-Essigsäure zugeführt werden. Für verschiedene Halogenasen (PyrH,
ThdH, PrnA) konnte in in vitro Untersuchungen gezeigt werden, dass diese Enzyme die Ha-
logenierung von IAA direkt ermöglichen (Patallo et al. 2017). Die Aktivität der Halogenasen
gegenüber IAA als Substrat sind dabei jedoch wesentlich geringer als bei dem Ursprungssub-
strat Tryptophan. Bei einem Überangebot des Hormons wäre eine Halogenierung und spätere
Umwandlung in ein Auxin daher wahrscheinlich (siehe auch Abschnitt 5.2). In verschiede-
nen Fütterungsversuchen konnte gezeigt werden, dass durch die exogene Zugabe von IAA
die Bildung von IAA-Konjugaten erhöht ist (Normanly et al. 1993). Durch die zusätzliche
Anwendung verschiedener Inhibitoren könnte die Anreicherung von freier Cl-IAA ermög-
licht werden. So konnte in Untersuchungen mit 3,4-(Methylendioxy)-Zimtsäure (MDCA)
gezeigt werden, dass mehr freie IAA in den Pflanzen vorhanden ist (Steenackers et al. 2016).
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Bei gleichzeitiger Zugabe von IAA und dieses Inhibitors könnte so eine Anreicherung von
Cl-IAA erfolgen. Des Weiteren gibt es verschiedene Inhibitoren, welche die Konjugation von
IAA verhindern, wie z. B. AIEP (Adenosin-59-[2-(1H-Indol-3-yl)ethyl]phosphat) (Peat et al.
2012). Durch derartige Untersuchungen könnte die Anreicherung von Cl-Tryptophan und
Cl-IAA ermöglicht werden.
Aufgrund der aufwendigen LC-MS Analysen war der quantitative Nachweis gebildeter
Intermediate bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht für alle isolierten Halogenase-Linien möglich.
Ein erster Hinweis auf eine mögliche Korrelation zwischen Expression, Phänotyp und gebil-
deten Metaboliten stellen die Ergebnisse für sechs Linien von AtpyrH sowie drei Linien von
AtpyrHopt dar. Bei diesen Untersuchungen zeigte sich, dass bei den optimierten Linien im
Vergleich zu den nicht optimierten Linien weniger Cl-Tryptophan in den Pflanzen detektiert
werden konnte. Bei einem Vergleich der Expressionsdaten wird jedoch deutlich, dass diese
Linien eine erhöhte Expression aufweisen. Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass
eine erhöhte Expression nicht zwangsläufig zu mehr Cl-Metaboliten führt. Ein Grund dafür
könnte die in Abschnitt 5.4.1 beschriebene erhöhte Toxizität bzw. Reaktionsfähigkeit der
chlorierten Intermediate im Vergleich zu den nicht chlorierten Stoffen sein. Denkbar wäre
ebenfalls, dass, ähnlich wie bei der Feedback-Inhibierung der Biosynthese von Tryptophan,
durch die Anthranilat-Synthase (Widholm 1974) eine negative Regulierung der Bildung
dieser Aminosäure bei Linien mit erhöhter Expression erfolgt, um die Konzentration des
chlorierten Stoffes zu verringern.
5.2 Umwandlung von Cl-Tryptophan zu Cl-IAA
Der Nachweis, dass die in Arabidopsis thaliana gebildeten Proteine durch die Expression
der Halogenasegene zu funktionsfähigen Enzymen geführt hat und die Bildung von Cl-
Tryptophan in diesen Pflanzen möglich ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit durch verschie-
dene Untersuchungen gezeigt. Ob nachfolgende Enzyme jedoch die chlorierte Aminosäure
zur Bildung weiterer chlorierter Stoffwechselprodukte verwenden können, ist für Arabidopsis
thaliana nicht sichergestellt.
DerHauptweg der Biosynthese von IAA ausgehend vonTryptophan verläuft inArabidopsis
thaliana über den IPyA-Weg unter Beteiligung der Tryptophan-Aminotransferase TAA1
(Zhao 2012). In Erbsen konnten drei Homologe zu TAA1 isoliert werden (PsTAR1,PsTAR2
und PsTAR3) welche eine 51%ige Homologie zu TAA1 besitzen. Bei in vitroUntersuchungen
konnte gezeigt werden, dass bei Zugabe von 4-Cl-Tryptophan PsTAR1 und PsTAR2 4-
Chlorindol-3-Pyruvat bilden können. Weiterhin wurde in das Endosperm von Erbsensamen
markiertes Tryptophan (D5-Tryptophan) injiziert und die Bildung von markiertem 4-Cl-
Tryptophan sowie 4-Cl-IAA nachgewiesen (Tivendale et al. 2012). Diese Untersuchungen
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zeigen, dass in Erbsen 4-Cl-IAA von der chlorierten Aminosäure 4-Cl-Tryptophan abgeleitet
ist (Tivendale et al. 2014; Tivendale et al. 2012). In verschiedenen Pflanzen, wie z. B.Medicago
truncatula und Trifolium repens, konnte ebenfalls chloriertes Tryptophan als Vorläufer für
Cl-IAA nachgewiesen werden (Lam et al. 2015).
Durch die Einführung der Tryptophan-7-Halogenase RebH in Catharanthus roseus war
bekannt, dass chloriertes Tryptophan gebildet und zur Bildung chlorierter Indol-Alkaloide
verwendet werden kann (Glenn et al. 2011). Für die hier verwendete Modellpflanze Arabidop-
sis thaliana gibt es noch keine Aussagen über die Verwendung einer chlorierten Aminosäure
für die Synthese von Cl-IAA oder anderen Cl-IAA-Vorläufern. Aus diesem Grund wur-
den durch Fütterungsversuche mit chlorierten Tryptophanen die Umwandlung zu weiteren
Verbindungen näher untersucht.
In den hier durchgeführten Untersuchungen gelang es, die Umwandlung von Cl-Tryp-
tophan zu chlorierten Indolderivaten in Arabidopsis thaliana für 4-, 5- 6- und 7-Cl-Tryp-
tophan nachzuweisen. Für alle getesteten Cl-Tryptophane konnte Cl-IAN sowie eine konju-
gierte Form von Cl-IAA gefunden werden. Der direkte Nachweis von 4-Cl-IAA war nicht
möglich. Die Bildung von Cl-IAA bei Zugabe der anderen chlorierten Tryptophane konnte
hingegen bestätigt werden. Dies zeigt, dass die an der tryptophanabhängigen IAA Synthese
beteiligten Enzyme die modifizierten Substanzen nutzen können und schlussendlich Cl-IAA
gebildet werden kann. Die Bildung von 4-Cl-IAA wurde durch den Nachweis des Konjugats
4-Cl-IAA-Asparaginsäure (Asp) nachgewiesen. Eine mögliche Erklärung für die schnelle
Bildung des Konjugats mit der Aminosäure Asp ist eine erhöhte Wirksamkeit von 4-Cl-IAA.
Bei Konjugaten von IAA und Asp handelt es sich bei Arabidopsis thaliana nicht um ein
Konjugat zur Speicherung von IAA, sondern um eine Vorstufe für den Abbau (Bartel 1997;
Ludwig-Müller 2011). Dies könnte auch für das gefundene Konjugat von 4-Cl-IAA mit Asp
der Fall sein. Ob auch weitere IAA-Konjugate chloriert vorliegen kann nicht eindeutig festge-
stellt werden. Aufgrund fehlender Standards sowie der geringen Cl-IAA Konzentrationen
war die Identifizierung weiterer Substanzen nicht möglich.
5.3 Physiologische Charakterisierung der transgenen Pflanzen
Durch Untersuchungen mit transgenen Hairy-Root-Kulturen von Catharanthus roseus, wel-
che das Tryptophan-7-Halogenasegen RebH exprimieren, ist bekannt, dass die Kulturen
ein deutlich vermindertes Wachstum im Vergleich zu den Wildtyp-Kulturen haben (Sarah
O’Connor, mündliche Mitteilung). Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Effekt der Expression
der Halogenasen auf den Phänotyp von Arabidopsis thaliana durch verschiedene Methoden
daher näher untersucht. Es wird dabei davon ausgegangen, dass eine Überexpression der
Halogenasegene letztendlich zu mehr funktionsfähigem Enzym führt, welches die Anhäu-
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fung von Cl-Tryptophan innerhalb der Pflanze bedingt. Dahingehend wurden verschiedene
phänotypische Analysen durchgeführt. Für jede Halogenase waren individuelle Unterschiede
der transgenen Linien in den einzelnen Entwicklungsstadien im Vergleich zum Wildtyp
erkennbar. Vor allem Entwicklungsverzögerungen waren dabei zu beobachten. Es war jedoch
keine Korrelationen innerhalb der Konstrukte festzustellen. Die Unterschiede waren nicht
abhängig von der eingebrachten Halogenase, sondern individuelle Unterschiede zwischen
den Linien.
Auch durch die Betrachtungweiterer Parameter wieGröße undAnzahl der Rosettenblätter
zeigten sich keine Korrelationen zwischen den eingebrachten Halogenase=”Genen und deren
individuellen Linien.
Eine mögliche Ursache für spezifische Abweichungen könnte der Ort der Integration der
Gene in das Genom der Pflanze sein. Es wurde in weiteren Experimenten untersucht, ob die
Bildung verschiedener chlorierter Metabolite sowie deren Konzentrationen einen Einfluss
auf den Phänotyp haben können (siehe dazu Abschnitt 5.1.2). Ein Einfluss der chlorierten
Verbindungen auf den Phänotyp der verschiedenen Linien konnte bei diesen Untersuchungen
nicht festgestellt werden.
5.4 Wirkung verschiedener Indole auf dasWachstum von Pflanzen
Ob chlorierte Verbindungen einen Einfluss auf das Wachstum von Arabidopsis thaliana
haben, ist noch weitgehend ungeklärt. Karcz und Burdach (2002) konnten in Experimenten
mit Maiskoleoptilen zeigen, dass bei Zugabe von 4-Cl-IAA in einer zehnfach geringeren
Konzentration (1 µM imVergleich zu 10 µM) höhereWachstumseffekte erzielt werden können
als nach Zugabe von nicht chlorierter IAA.
Um einen Einblick in dieWirkungsweise von Tryptophan und IAA inArabidopsis thaliana
zu erhalten, wurden die verschiedenen Stoffe sowohl chloriert als auch nicht chloriert in
unterschiedlichen Plattentests mit variierenden Konzentrationen appliziert.
5.4.1 Wirkung vonTryptophan und Cl-Tryptophan auf dasWachstum von
Arabidopsis thaliana-Wurzeln
Barazani und Friedman (1999) konnten in Untersuchungen mit Lactuca sativa Samen zeigen,
dass bei Zugabe von L-Tryptophan ein hormonähnlicher Effekt auf diese ausgeübt wird. In
niedrigen Konzentrationen von 0,01 µM bis 1 µM zeigte sich eine Wachstumszunahme der
Wurzeln, während es in höheren Konzentrationen von 10mM zu einer Wachstumshemmung
der Wurzeln führte (Barazani und Friedman 1999). Auch bei der Zugabe von L-Tryptophan
in Erde konnte bei weiteren Pflanzenarten wie z. B. Baumwolle (Arshad et al. 1995) oder Mais
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(Sarwar et al. 1992) eine Wachstumszunahme gezeigt werden. Ein inhibierender Effekt auf
das Wachstum von Wurzeln konnte für verschiedene Pflanzen bei Zugabe von L-Tryptophan
ab einer Konzentrationen von 30 µM gezeigt werden (Kato-Noguchi et al. 1994).
Bei den durchgeführten Untersuchungen mit dem Wildtyp von Arabidopsis thaliana
zeigen sich für L- sowie D/L-Tryptophan keine derartigen hormonähnlichen Effekte. Für
beide nicht chlorierte Tryptophan-Racemate ist in niedrigen Konzentrationen von 0,001 µM
bis 50 µM kein signifikanter Effekt auf das Wachstum der Wurzeln erkennbar. Lediglich in
höherenKonzentrationenwird dasWachstumderWurzeln vonArabidopsis thaliana gehemmt.
Die letale Dosis von L-Tryptophan liegt für Arabidopsis thaliana bei 5mM. Ein positiver
Effekt auf das Wachstum war nicht nachzuweisen.
Die Zugabe chlorierter Tryptophane zum Wildtyp von Arabidopsis thaliana zeigt im
Vergleich dazu ein anderes Bild. Niedrige Konzentrationen von 4- und 7-Cl-Tryptophan
führen zu signifikantenWachstumszunahmen derWurzeln. Erst bei höherenKonzentrationen
ist eine Hemmung des Wurzelwachstums zu beobachten. Bei 5- und 6-Cl-Tryptophan ist
keine signifikante Steigerung des Wurzelwachstums zu verzeichnen. Für alle Cl-Tryptophane
lässt sich festhalten, dass die Hemmung des Wurzelwachstums der Wurzeln deutlich früher
beginnt als bei Zugabe von L- oder D/L-Tryptophan. Dies Ergebnisse sind erste Hinweise
darauf, dass die chlorierten Verbindungen eine deutlich höhere Bioaktivität im Vergleich zu
den nicht chlorierten Verbindungen aufweisen. Ob die beschriebenen Effekte auf dieWirkung
der Substanz selbst zurückzuführen sind oder ob eine Umsetzung von Tryptophan in andere
Stoffwechselprodukte wie z. B. IAA zu diesen Effekten führen, kann nicht abschließend geklärt
werden.
Zusätzlich zumWildtyp wurden Versuche mit transgenen Arabidopsis thaliana-Pflanzen
durchgeführt, von denen aus Voruntersuchungen bekannt war, dass diese in der Lage sind
selbst Cl-Tryptophan zu bilden. Die gebildeten Mengen sind mit maximal 5 µg g−1 Trocken-
gewicht vergleichsweise niedrig, dennoch könnte diese geringe Konzentration einen Effekt
auf das Wachstum der Pflanzen haben, wenn zusätzlich chloriertes Tryptophan zugegeben
wird.
Für alle getesteten Linien konnte auf den Kontrollplatten sowie bei Zugabe von D/L- und
L-Tryptophan ein signifikant erhöhtes Wachstum der Wurzeln im Vergleich zumWildtyp
ermittelt werden. Inwieweit sich dieser Effekt vom gebildeten Cl-Tryptophan ableiten lässt,
ist nicht eindeutig zu klären.
Bei Zugabe von 4- und 5-Cl-Tryptophan lässt sich bei allen getesteten transgenen Lini-
en das gleiche Wachstum oder sogar eine Wachstumsreduktion im Vergleich zumWildtyp
ermitteln. Dieses Ergebnis lässt sich womöglich dadurch erklären, dass sich exogene und
endogene Cl-Tryptophanmengen aufaddieren und somit den Effekt verstärken. Die beiden
Linien der Tryptophan-5-Halogenase AtpyrH und AtpyrHopt, welche selbst 5-Cl-Tryptophan
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bilden können, unterscheiden sich dabei nicht von den anderen transgenen Linien. Im Ge-
gensatz zu diesen Resultaten wachsen die getesteten transgenen Linien auf dem Medium
mit 6-Cl-Tryptophan signifikant besser als der Wildtyp. Auch die beiden Linien welche die
Tryptophan-6-Halogenasen AtthiH und AtthiHopt exprimieren. Das von den Pflanzen dieser
Linien zusätzlich gebildete Cl-Tryptophan hat keinen Einfluss auf dasWachstum imVergleich
zu den anderen transgenen Linien. Auch bei Zugabe von 7-Cl-Tryptophan lässt sich für die
transgenen Linien kein Unterschied untereinander feststellen.
Ein Vergleich zu anderen transgenen Pflanzen ist für diesen Stoffwechsel nicht mög-
lich. Die Biosynthese von Cl-Tryptophan sowie Cl-IAA wurde in verschiedenen Pflanzen
postuliert (Tivendale et al. 2012; Lam et al. 2015), jedoch sind die Enzyme welche zu die-
sen Halogenierungen führen noch unbekannt. Aus diesem Grund gibt es momentan keine
Untersuchungen über die Wirkung von chlorierten Verbindungen auf Mutanten.
Zusammenfassend lässt sich für diese Untersuchungen sagen, dass keine direkte zusätzli-
cheWirkung des jeweiligen chlorierten Tryptophans bei den transgenen Linien zu verzeichnen
ist. Dennoch lassen sich durch die hier erzielten Ergebnisse erste Rückschlüsse auf die Zugabe
von Cl-Tryptophan auf die transgenen Pflanzen ableiten. Möglich wäre z. B. die Bildung
von dichlorierten Substanzen, welche einen Effekt auf das Wachstum haben. Die Bildung
dichlorierter Substanzen konnte bereits für weitere bakterielle Halogenasegene (RebH) in in
vitro Versuchen gezeigt werden (Payne et al. 2013). Auch bei der transienten Co-Lokalisation
von Halogenasen konnten im Tabak Doppelhalogenierungen von Tryptophan nachgewiesen
werden (Fräbel 2016). Diese Untersuchungen zeigen, dass die Tryptophan-Halogenasen in
der Lage sind chloriertes Tryptophan als Substrat zu verwenden.
5.4.2 Wirkung von IAA und Cl-IAA auf dasWachstum von Arabidopsis thaliana
Wildtyp-Wurzeln
In verschiedenen Studien konnte bereits beschrieben werden, dass es sich bei 4-Cl-IAA um
eines der stärksten Auxine handelt. Insbesondere bei der Entwicklung von Erbsensamen spielt
dieses Auxin eine wichtige Rolle (Tivendale et al. 2012; Tivendale et al. 2014). So kann bei
Zugabe dieser Verbindung ein Wachstum des Erbsenperikarps festgestellt werden, während
es bei der Zugabe des nicht chlorierten Auxins IAA bei gleichen Konzentrationen zu keiner
Wachstumszunahme kommt (Johnstone et al. 2005). Auch Reinecke et al. (1995) zeigte diesen
Effekt in ähnlichen Untersuchungen mit Konzentrationen von 1 µM bis 100 µM 4-Cl-IAA.
Bei der Verwendung von IAA in Konzentrationen von 0,1 µM bis 1000 µM konnten hingegen
keine oder lediglich inhibierende Wachstumsregulationen festgestellt werden (Reinecke et al.
1995). Inwieweit andere chlorierte Auxine sich auf das Wachstum von Arabidopsis thaliana-
Pflanzen auswirken, ist nicht bekannt. Da in den bisher durchgeführten Untersuchungen mit
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transgenen Pflanzen, welche ein Halogenasegen besitzen, keine Cl-IAA gefunden werden
konnte, werden diese Versuche nur mit demWildtyp von Arabidopsis thaliana durchgeführt.
Der Einfluss von IAA und verschiedener chlorierter Auxine in unterschiedlichen Konzentra-
tionen auf das Wurzelwachstum von Arabidopsis thalianaWildtyp wurde getestet.
Für IAA ist aus anderen Untersuchungen bekannt, dass es konzentrationsabhängig wirkt
und in niedrigen Konzentrationen dasWachstum der Pflanzen fördert, während es in höheren
Konzentrationen toxisch für die Pflanzen ist (Davies 2004). Solch eine Optimumskurve
kann auch bei den durchgeführten Untersuchungen für IAA und das Wurzelwachstum von
Arabidopsis thaliana ermittelt werden. Eine signifikante Wachstumszunahme ist bei einer
Konzentration von 1 nM zu erkennen, während bei einer Konzentration von 100 nM das
Wachstum der Wurzeln bereits um 75% reduziert wird. Auch in ähnlichen Untersuchungen
mitWildtypArabidopsis thaliana konnte gezeigt werden, dass eine Konzentration von 100 nM
das Wachstum der Wurzeln hemmt (Estelle und Somerville 1987).
Für alle getesteten chlorierten IAA-Derivate können ebenfalls solche Optimumskurven
ermittelt werden, allerdings liegt das Optimum bei niedrigeren Konzentrationen von 0,1 nM.
Dieses Ergebnis deckt sich zum Teil mit den Ergebnissen aus der Literatur, welche von einer
zehnfach stärkeren Wirkung von 4-Cl-IAA sprechen (Karcz und Burdach 2002), wobei das
Wachstum des Erbsenperikarps nur durch 4-Cl-IAA gefördert wurde. Die Zugabe von 5-,
6- und 7-Cl-IAA zeigt bei gleichen Konzentrationen keine wachstumsfördernden Effek-
te (Reinecke et al. 1995).Nicht nur das natürlich vorkommende Auxin 4-Cl-IAA zeigt bei
den Untersuchungen mit Arabidopsis thaliana im Vergleich zu IAA bei deutlich niedrigeren
Konzentrationen gleiche Wachstumseffekte, auch die hier eingesetzten weiteren chlorierten
Auxine zeigen dies. Diese Ergebnisse verdeutlichen das Potenzial der halogenierten Verbin-
dungen für die Pflanzen nochmals.
5.5 Phytopathologische Untersuchungen
Um zu zeigen, ob die möglicherweise in Arabidopsis thaliana gebildeten chlorierten Verbin-
dungen einen Effekt auf Mikroorganismen haben könnten, wurden verschiedene phytopatho-
gene Bakterien und Pilze zunächst in vitromit Tryptophan/Cl-Tryptophan und IAA/Cl-IAA
inkubiert. Im Weiteren wurden in planta Untersuchungen vorgenommen, die zeigen sollten,
ob die transgenen Arabidopsis thaliana-Pflanzen eine veränderte Toleranz gegen bestimmte
Pathogene aufweisen.
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5.5.1 Wirkung vonTryptophan und Cl-Tryptophan auf dasWachstum von
verschiedenenMikroorganismen
Für diese Untersuchungen wurden vier Pilze sowie ein Bakterium auf Nährplatten mit Tryp-
tophan oder Cl-Tryptophan inkubiert. Der Einfluss der Substanzen auf das Wachstum der
Mikroorganismen ist sehr gering. Lediglich eine leichte Wachstumshemmung von Fusarium
culmorum und Botrytis cinerea auf 7-Cl-Tryptophan bzw. D/L-Tryptophan konnte ermittelt
werden, während sich eine leichte Wachstumszunahme von Alternaria brassicicola auf D/L-
Tryptophan zeigt. Für das Bakterium Pseudomonas syringae lassen sich für alle getesteten
Cl-Tryptophane leichte bis signifikante Wachstumsreduktionen nachweisen.
Ein Grund für die kaum sichtbaren Effekte der nicht chlorierten Verbindungen könnten
vor allem die getesteten Konzentrationen sein. Die hier untersuchten Pilze leben entweder
im Boden oder können in diesem überdauern. L-Tryptophan kommt, aufgrund der Abgabe
der Aminosäure aus Wurzelexudaten (Rovira 1965) und durch die Hydrolyse abgestorbener
Wurzelzellen (Patten und Glick 1996), ebenfalls im Boden vor. Des Weiteren verwenden
Mikroorganismen diese Aminosäure um z. B. Stickstoff zu generieren oder ebenfalls IAA
oder andere Stoffwechselprodukte zu synthetisieren.
Auch die Wirkung der chlorierten Tryptophane auf die Mikroorganismen ist bei diesen
Untersuchungen gering. Von den in dieser Arbeit untersuchten Mikroorganismen ist nicht
bekannt, ob diese selberHalogenierungsreaktionen durchführen können. Dennoch besteht die
Möglichkeit, dass diese als im Boden lebenden Mikroorganismen halogenierten Substanzen
in geringen Konzentrationen ausgesetzt sind. Ob die getesteten Organismen das Tryptophan
sowie das Cl-Tryptophan aufnehmen und verstoffwechseln können ist noch nicht bekannt. Es
wäre daher von Interesse, eine Analyse der Metabolite dieser Mikroorganismen im Hinblick
auf die Bildung von Cl-IAA oder anderen chlorierten Intermediaten nach Zugabe von Cl-
Tryptophan durchzuführen.
5.5.2 Wirkung von IAA und Cl-IAA auf dasWachstum von verschiedenen
Mikroorganismen
Viele verschiedene im Boden lebende Mikroorganismen sind selbst in der Lage IAA zu
produzieren (Patten und Glick 1996) oder verschiedene IAA-Konjugate zu hydrolysieren
und somit die freie und aktive IAA zu bilden (Chou et al. 1998). Ebenfalls konnte für einige
der Abbau von IAA zu Anthranilsäure nachgewiesen werden (Jensen et al. 1995). Von den
hier getesteten Mikroorganismen ist nicht bekannt, ob diese selbst in der Lage sind chlorierte
Substanzen zu bilden oder diese zu verstoffwechseln. Ob chlorierte Auxine das Wachstum
ausgewählter Mikroorganismen positiv oder negativ beeinflussen, sollte im Rahmen dieser
Arbeit näher untersucht werden.
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In einigen Studien mit anderen Pathogenen konnte gezeigt werden, dass durch die Zugabe
von IAA eine Resistenzantwort in Pflanzen ausgelöst werden kann (Ueno et al. 2004). So
konnten Mittag et al. (2015) an Studien mit Pythium debaryanum zeigen, dass das Wachstum
des Pilzes durch hohe IAA Konzentrationen minimiert werden kann. Auch die Zugabe
hoher IAA-Konzentrationen zu Bakterien, welche mit Pflanzen assoziiert sind, hemmte das
Wachstum der meisten Bakterien (Liu und Nester 2006). Durch verschiedene Indole, wie IPA
konnte das Wachstum von Pathogenen wie Pseudomonas solanacearum reduziert werden.
IAA selbst hatte bei diesen Untersuchungen keinen Einfluss auf dasWachstum des Bakteriums
(Matsuda et al. 1993; Toyoda et al. 1991).
Bei diesen Untersuchungen zeigte sich, dass keines der getesteten Auxine das Wachstum
der Pilze fördert. Abhängig vom getesteten Organismus führte IA, sowie eine Reihe chlorierter
Auxine zu einer signifikanten Hemmung des Wachstums. Dabei konnten keine Unterschiede
zwischen IAA und den chlorierten Auxinen gezeigt werden. Auch in Untersuchungen mit
anderen Bakterien konnten durch chlorierte Analoga von IPA (4-Fluor-IPA, 4-Cl-IPA) gezeigt
werden, dass diese einen inhibierenden Effekt auf das Wachstum des Bakteriums haben,
wenngleich dieser Effekt ebenfalls niedriger war als bei der nicht chlorierten Form (Matsuda
et al. 1993).
5.5.3 Inokulation von transgenen Arabidopsis thaliana Pflanzenmit
phytopathogenen Organismen
Aus den Vorbetrachtungen zur Wirkung chlorierter Indole auf verschiedene Pflanzenpa-
thogene zeigt sich, dass sowohl die getesteten Cl-Tryptophane als auch chlorierten Auxine
teilweise einen wachstumshemmenden Effekt ausüben. Durch keine der getesteten chlorierten
Substanzen konnte eine Wachstumszunahme ermittelt werden. Aus diesem Grund sollten
in weiterführenden Untersuchungen mit transgenen Arabidopsis thaliana-Pflanzen, welche
eine der Halogenasen-Gene exprimieren, getestet werden, ob diese Veränderungen in den
Krankheitssymptomen im Vergleich zumWildtyp aufweisen.
Auxin ist keinHormon, dasmit allgemeinenAbwehrreaktionen verbundenwird. Die Rolle
der klassischen „Abwehr-Hormone“ Salizylsäure, Jasmonsäure und Ethylen als Reaktionen
auf verschiedene Erreger ist gut untersucht (Kazan und Manners 2009), während die Rolle
der klassischen „Wachstumshormone“ in der Abwehr oftmals vernachlässigt wird. Dabei gibt
es offensichtlich eine enge Korrelation zwischen der Regulation der Wachstumshormone und
der pflanzlichen Abwehr (Yamada 1993; Spaepen et al. 2007). Der Effekt, welcher dabei durch
Auxine bei der Pflanzen-Pathogen-Interaktion ausgeführt wird, ist nicht zwangsläufig positiv
für die Pflanzen. Nach einer Infektion mit Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 ist die
Konzentration endogenen Auxins in Arabidopsis thaliana erhöht (Schmelz et al. 2004). Diese
132 Diskussion
Beobachtungen müssen jedoch nicht mit einer beginnenden Abwehr verbunden sein. Auxin
kann z. B. durch verschiedene Regulationsmechanismen die Zellwände lockern (Fu undWang
2011) oder das Öffnen der Stomata hervorrufen (Gottig et al. 2009). Beide Faktoren können
das Eindringen von Pathogenen erleichtern. Auch dem Konjugat IAA-Asp wird eine wichtige
Rolle bei der verstärkten Entwicklung von Krankheitssymptomen nach einer Infektion mit
Botrytis cinerea und Pseudomonas syringae zugesprochen (González-Lamothe et al. 2012).
Die Infektion mit den Pathogenen führt zu einer Aktivierung der GH3.2 Gene und der
Akkumulation von IAA-Asp. Das Konjugat fördert dabei direkt die Krankheitsentwicklung
(González-Lamothe et al. 2012). Bei den in dieser Arbeit durchgeführten Fütterungsversuchen
mit Wildtyp von Arabidopsis thaliana und den verschiedenen Cl-Tryptophanen konnte
ebendieses Konjugat chloriert detektiert werden. Ob es jedoch auch von den transgenen
Pflanzen gebildet wird, kann zur Zeit noch nicht eindeutig gesagt werden.
Neben den beschriebenen Effekten der chlorierten Substanzen darf bei der Betrachtung
von Pflanzen nicht außer Acht gelassen werden, dass es sich um ein komplexes System von Bil-
dung und Umwandlung von Stoffen handelt. Die physiologische Antwort der Pflanze erfolgt
durch ein Zusammenspiel mehrerer Hormone miteinander (Davies 2004). Die Stoffwechsel-
wege aller Phytohormone sind in großem Maße miteinander verbunden. Denkbar wäre, dass
durch die Bildung von chlorierten Verbindungen auch die Synthese der Abwehr-Hormone
der klassischen Abwehr anders reguliert werden. Des Weiteren ist es möglich, dass aus den
gebildeten Cl-Tryptophanen eine Reihe weiterer chlorierter Verbindungen abgeleitet werden
können. Camalexin spielt bei der Abwehr in Arabidopsis thaliana eine wichtige Rolle. Ob es
möglich ist, dass dieses chloriert in den Pflanzen vorliegt, konnte bei den hier durchgeführ-
ten Arbeiten nicht gezeigt werden. Dennoch ist es denkbar, dass die gebildeten chlorierten
Verbindungen in einem engen Zusammenspiel mit weiteren Hormonen veränderte Effekte
bei der Abwehr verschiedener Krankheitserreger zeigen. Diese Hypothese sollte unter Ein-
satz verschiedener phytopathogener Organismen untersucht werden. Auch hierfür wurden
transgene Arabidopsis thaliana-Linien eingesetzt, von denen die Bildung von Cl-Tryptophan
nachgewiesen war. Nach Inokulation mit dem Bakterium Pseudomonas syringae pv. toma-
to DC3000 konnten bei vereinzelten transgenen Linien geringere Krankheitssymptome im
Vergleich zumWildtyp beobachtet werden. Vor allem die Linien AtpyrH sowie AtprnA und
AtprnAopt zeigten deutlich niedrigere Symptomausprägungen. Diese Ergebnisse korrelieren
auch mit den Ergebnissen der Tests mit den reinen Substanzen der verschiedenen chlorierten
Auxine und Tryptophane. Für Pseudomonas syringae konnte auf allen getesteten Substanzen
eine leichte bis signifikante Hemmung des Bakterienwachstums ermittelt werden.
Diese Ergebnisse unterscheiden sich dabei von den aus der Literatur bekannten Daten
zu Untersuchungen mit verschiedenen Indolen. So verstärkten sich bei einer Infektion von
Arabidopsis thalianamit Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 und einer zusätzlicher
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Applikation verschiedener Auxin-Analoga die Krankheitssymptome (Navarro et al. 2006;
Chen et al. 2007). Nach Gabe von NAA konnte eine höhere Anfälligkeit von Arabidopsis
thaliana gegenüber Pseudomonas syringae pv. maculicola gezeigt, sowie ein verbessertes
Wachstum der Bakterien festgestellt werden (Wang et al. 2007). Auch nach Inokulation mit
weiteren bakteriellen Pathogenen wie z. B. Xanthomonas oryzae pv. oryzae erhöhte sich der
Läsionsdurchmesser bei Zugabe von IAA oder 2,4-D (Ding et al. 2008; Fu und Wang 2011).
Von Camalexin wird eine Konzentration von 250 µgml−1 bis 500 µgml−1 benötigt, um
eine wachstumshemmende Reaktion bei gram-negativen Bakterien, wie z. B. Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola, zu erreichen (Rogers et al. 1996). Rogers et al. (1996) gelang der
Nachweis, dass Camalexin dabei die Zellwände von Pseudomonas syringae lockert. Es ist
jedoch auch möglich, dass durch Camalexin weitere Substanzen einer Abwehrkaskade in
Pflanzen aktiviert werden (Jeandet et al. 2013). In Arabidopsis thaliana konnte gezeigt werden,
dass nach einer Infektionmit einem avirulenten Stammvon Pseudomonas syringae pv. syringae
große Mengen von Camalexin synthetisiert und akkumuliert werden (Tsuji et al. 1992). In
weiterführenden Tests sollte daher der Gehalt an Camalexin bei den hier getesteten transgenen
Pflanzen vor und nach einer Infektion von Arabidopsis thaliana genauer untersucht werden.
Wie bereits beschrieben, kann es durch die Infektion von Pathogenen dazu kommen,
dass die Expression bestimmter Gene, wie z. B. der GH3-Gene induziert wird. Es ist ebenfalls
denkbar, dass durch die Expression der Halogenasegene auch die Gene, welche an der Synthe-
se von IAA und IAN beteiligt sind, anders reguliert sind und somit die Bildung bestimmter
Substanzen im Vergleich zum Wildtyp verändert wird. Zhao et al. (1998) konnten zeigen,
dass die Regulation des Tryptophanbiosynthesewegs und die Akkumulation von Sekun-
därmetaboliten wie Camalexin in den Blättern von Arabidopsis thaliana eng miteinander
verbunden sind. Durch die Infektion mit anderen Pathogenen wie z. B. Plasmodiophora bras-
sicae ist die Transkription von Nitrilasen (NIT1 und NIT2) sowie die Menge an IAN und
Indol-Glucosinolate erhöht (Ludwig-Müller et al. 1999). Aus diesem Grund sollten zusätzlich
Expressionsanalysen der beteiligten Enzyme nach einer Infektion durchgeführt werden.
Bei den Untersuchungen mit den zwei phytopathogenen Pilzen Botrytis cinerea und
Alternaria brassicicola konnten bei den Tests der transgenen Linien kaum Unterschiede im
Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden. Nur bei vereinzelten Linien kam es zu einer
leichten Reduktion der Krankheitssymptome. Dabei konnte keine Korrelation zwischen
Expression der Halogenasegene und Reduktion der Symptome festgestellt werden.
Für die meisten transgenen Linien zeigte sich, dass die transgenen Pflanzen eine ähnlich
hohe und zum Teil sogar erhöhte Anfälligkeit gegenüber den Pilzen zeigten.
Aus der Literatur ist bekannt, dass bei Zugabe von IAA die Krankheitssymptome ver-
stärkt werden können (Fu und Wang 2011), da durch Auxin z. B. die Zellteilung angeregt
wird (Ludwig-Müller et al. 2009). Allerdings konnte bei Infektionen mit Pilzen, z. B. bei der
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Infektion von Phaseolus vulgarismit Colletotrichum lindemuthianum (Hargreaves und Bailey
1978) eine Anhäufung von verschiedenen Phytoalexinen gemessen werden. Die Infektion
von Vicia fabamit Botrytis spp. (Smith 1982) führte ebenfalls zur vermehrten Bildung von
Phytoalexinen.
Da es zum jetzigen Zeitpunkt jedoch keinen Anhaltspunkt über die Bildung von Ca-
malexin in den transgenen Pflanzen gibt, ist noch nicht geklärt, ob chlorierte Phytoalexine
eine stärkere Wirkung auf phytopathogene Pilze haben.
6 Ausblick
Die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen zeigen eindrucksvoll, dass die Bil-
dung von chlorierten Verbindungen in Arabidopsis thaliana durch die heterologe Expression
verschiedener Halogenasen möglich ist. Inwieweit diese gebildeten Verbindungen von der
Pflanze genutzt werden, konnte jedoch nur zum Teil aufgeklärt werden. Um einen besseren
Überblick über die Synthese und Wirkung dieser Verbindungen in den Pflanzen zu erhalten,
sind weitere Analysen notwendig.
In den durchgeführten Untersuchungen zeigte sich, dass die gebildeten chlorierten In-
termediate bereits in sehr geringen Konzentrationen wachstumshemmende Wirkungen auf
Arabidopsis thaliana zeigen. Um diese mögliche Toxizität bei der Entwicklung der Pflanzen
zu umgehen, sollten transgene Pflanzen mit anderen Promotoren generiert werden. Im Mit-
telpunkt stehen dabei vor allem induzierbare Promotoren wie Hitzeschock oder chemisch
induzierbare Promotoren. Auch die Klonierung der Halogenasen in andere Modellsysteme
wäre denkbar. Vor allem in Pflanzen, welche einen höheren Auxingehalt aufweisen oder in
Mutanten wie z. B. aux1-Mutanten.
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Menge gebildeten und funktionsfähigen
Enzyms sehr gering ist. Auch hier kann die Wahl des Promotors oder das Einfügen spezieller
Introns zu Verbesserungen führen. Eine weitere mögliche Erklärung für den niedrigen Prote-
ingehalt in den Pflanzen ist das Fehlen einer Kozak-Sequenz. Bei dieser Sequenz handelt es
sich, ähnlich der Shine-Dalgarno-Sequenz bei Prokaryoten, um einen Teil der ribosomalen
Bindestelle, welche den Startpunkt der Translation zeigt. Das Fehlen dieser Sequenz könnte
zu einer geringeren Translationsrate geführt haben.
Auch die in Kapitel 5 beschriebenen Fütterungsversuche sollten in weiterführenden Un-
tersuchungen realisiert werden. Der Nachweis der Bildung von Cl-IAA inArabidopsis thaliana
durch die heterolog exprimierten Halogenasegene konnte im Rahmen dieser Untersuchungen
nicht abschließend geklärt werden.
Einige in dieser Arbeit untersuchten Linien wiesen im Vergleich zumWildtyp veränderte
Symptomausprägungen bei Infektionen mit verschiedenen Pathogenen auf. Inwieweit diese
Effekte von dem zur Verfügung gestellten chlorierten Verbindungen hervorgerufen werden,
konnte ihmRahmen dieser Arbeit nicht geklärt werden. Sowohl Untersuchungenmit weiteren
phytopathogenen Organismen als auch die Analyse der Metabolite und weiterführende
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Untersuchungen zur Expression von Genen, welche an der Abwehr eine Rolle spielen, sind
zukünftige Aufgaben. So gibt es u. a. eine Reihe von Genen bei denen bekannt ist, dass
diese zu einer erhöhten Pathogenresistenz und -toleranz führen (Ding et al. 2008). Auch die
Analyse der an der tryptophanabhängigen IAA-Synthese beteiligten Enzyme wie TDC oder
der Cytochrome P450 wären dabei von Interesse.
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A Anhang
A.1 Alignments
Alle Alignments werden mit MUSCLE (Edgar 2004) erstellt und TEXshade (Beitz 2000)
dargestellt.
10. 20. 30. 40.
Trp5 ATGTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAATCCGATCTGTGG
Trp5O ATGTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAATTAGATCTGTGG
Übereinstimmung ***************************** *********
50. 60. 70. 80.
Trp5 TGATCGTGGGTGGTGGCACGGCGGGCTGGATGACCGCCTC
Trp5O TGATCGTTGGAGGTGGAACCGCTGGATGGATGACTGCTTC
Übereinstimmung ******* ** ***** ** ** ** ******** ** **
90. 100. 110. 120.
Trp5 CTACCTCAAGGCCGCCTTCGACGACCGCATCGACGTAACG
Trp5O TTATCTCAAGGCTGCTTTCGATGATAGGATCGATGTGACC
Übereinstimmung ** ******** ** ***** ** * ***** ** **
130. 140. 150. 160.
Trp5 CTCGTGGAGTCAGGGAACGTCAGGCGGATCGGGGTCGGCG
Trp5O CTCGTTGAGTCTGGAAACGTGAGAAGAATCGGAGTGGGAG
Übereinstimmung ***** ***** ** ***** ** * ***** ** ** *
170. 180. 190. 200.
Trp5 AAGCGACCTTCAGCACGGTCCGCCACTTCTTCGACTACCT
Trp5O AGGCTACTTTCTCTACCGTGAGACACTTCTTCGATTACCT
Übereinstimmung * ** ** *** ** ** * *********** *****
210. 220. 230. 240.
Trp5 GGGCCTCGACGAGCGCGAGTGGCTGCCCCGCTGCGCCGGC
Trp5O CGGACTCGATGAGAGGGAATGGCTTCCTAGATGTGCTGGT
Übereinstimmung ** ***** *** * ** ***** ** * ** ** **
250. 260. 270. 280.
Trp5 GGCTACAAGCTCGGCATCCGCTTCGAGAACTGGAGCGAGC
Trp5O GGATACAAGCTCGGAATCAGGTTCGAAAACTGGTCTGAGC
Übereinstimmung ** *********** *** * ***** ****** ****
159
160 Anhang
290. 300. 310. 320.
Trp5 CGGGCGAGTACTTCTACCACCCGTTCGAGCGCCTGCGCGT
Trp5O CTGGTGAGTACTTCTACCACCCTTTCGAGAGACTCAGAGT
Übereinstimmung * ** ***************** ****** * ** * **
330. 340. 350. 360.
Trp5 CGTCGACGGCTTCAACATGGCCGAGTGGTGGCTCGCGGTC
Trp5O GGTGGATGGATTCAACATGGCTGAATGGTGGCTCGCTGTG
Übereinstimmung ** ** ** *********** ** *********** **
370. 380. 390. 400.
Trp5 GGCGACCGCAGGACGTCCTTCAGCGAGGCCTGCTATCTCA
Trp5O GGAGATAGAAGAACCTCATTCTCTGAGGCTTGCTACCTCA
Übereinstimmung ** ** * ** ** ** *** ***** ***** ****
410. 420. 430. 440.
Trp5 CGCACCGGCTGTGCGAGGCCAAGCGGGCGCCCCGCATGCT
Trp5O CTCATAGACTCTGTGAAGCTAAGAGGGCTCCTAGGATGCT
Übereinstimmung * ** * ** ** ** ** *** **** ** * *****
450. 460. 470. 480.
Trp5 CGACGGCTCGCTCTTCGCCTCCCAGGTGGACGAGTCGCTC
Trp5O TGATGGATCACTCTTCGCTTCTCAAGTGGATGAGTCTCTC
Übereinstimmung ** ** ** ******** ** ** ***** ***** ***
490. 500. 510. 520.
Trp5 GGCCGCTCGACCCTGGCCGAGCAGCGCGCCCAGTTCCCGT
Trp5O GGAAGATCTACTCTTGCTGAGCAAAGGGCTCAGTTCCCTT
Übereinstimmung ** * ** ** ** ** ***** * ** ******** *
530. 540. 550. 560.
Trp5 ACGCCTACCACTTCGACGCCGACGAGGTCGCCCGCTACCT
Trp5O ACGCTTACCACTTCGATGCTGATGAGGTGGCAAGATACCT
Übereinstimmung **** *********** ** ** ***** ** * *****
570. 580. 590. 600.
Trp5 GTCGGAGTACGCCATCGCCCGCGGCGTCCGCCACGTGGTC
Trp5O CTCTGAGTACGCTATCGCTAGAGGTGTGAGACACGTTGTG
Übereinstimmung ** ******** ***** * ** ** * ***** **
610. 620. 630. 640.
Trp5 GACGACGTGCAGCACGTCGGCCAGGACGAGCGCGGCTGGA
Trp5O GATGATGTTCAGCATGTGGGACAGGATGAGAGGGGTTGGA
Übereinstimmung ** ** ** ***** ** ** ***** *** * ** ****
650. 660. 670. 680.
Trp5 TCAGCGGCGTCCACACCAAGCAGCACGGCGAGATCAGCGG
Trp5O TTTCTGGTGTTCACACTAAGCAGCACGGTGAGATCTCTGG
Übereinstimmung * ** ** ***** *********** ****** **
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690. 700. 710. 720.
Trp5 CGACCTGTTCGTCGACTGCACCGGCTTCCGCGGCCTGCTC
Trp5O TGATCTCTTCGTTGATTGCACCGGATTCAGAGGACTCCTC
Übereinstimmung ** ** ***** ** ******** *** * ** ** ***
730. 740. 750. 760.
Trp5 ATCAACCAGACGCTGGGCGGCAGGTTCCAGTCCTTCTCCG
Trp5O ATCAACCAGACTCTCGGAGGAAGATTCCAGTCTTTCTCTG
Übereinstimmung *********** ** ** ** ** ******** ***** *
770. 780. 790. 800.
Trp5 ACGTGCTGCCCAACAACCGGGCGGTCGCGCTGCGCGTCCC
Trp5O ATGTGCTCCCTAACAACAGAGCTGTGGCTCTCAGAGTGCC
Übereinstimmung * ***** ** ****** * ** ** ** ** * ** **
810. 820. 830. 840.
Trp5 GCGGGAGAACGACGAGGACATGCGGCCGTACACGACGGCG
Trp5O TAGGGAAAACGATGAAGATATGAGGCCTTACACCACCGCT
Übereinstimmung **** ***** ** ** *** **** ***** ** **
850. 860. 870. 880.
Trp5 ACCGCGATGAGCGCCGGCTGGATGTGGACGATCCCGCTGT
Trp5O ACCGCTATGTCTGCTGGTTGGATGTGGACTATCCCACTCT
Übereinstimmung ***** *** ** ** *********** ***** ** *
890. 900. 910. 920.
Trp5 TCAAGCGCGACGGCAACGGCTACGTCTACTCCGACGAGTT
Trp5O TCAAGAGGGATGGAAACGGATACGTGTACTCTGATGAGTT
Übereinstimmung ***** * ** ** ***** ***** ***** ** *****
930. 940. 950. 960.
Trp5 CATCTCGCCGGAGGAGGCCGAGCGCGAGCTGCGGTCCACC
Trp5O CATCTCTCCTGAAGAGGCTGAGAGGGAACTCAGATCTACT
Übereinstimmung ****** ** ** ***** *** * ** ** * ** **
970. 980. 990. 1000.
Trp5 GTCGCCCCCGGCCGCGACGACCTGGAGGCCAACCACATCC
Trp5O GTTGCTCCTGGAAGGGATGATCTCGAGGCTAACCATATCC
Übereinstimmung ** ** ** ** * ** ** ** ***** ***** ****
1010. 1020. 1030. 1040.
Trp5 AGATGCGGATCGGCAGGAACGAGCGCACCTGGATCAACAA
Trp5O AGATGAGGATCGGAAGAAACGAGAGGACCTGGATCAACAA
Übereinstimmung ***** ******* ** ****** * **************
1050. 1060. 1070. 1080.
Trp5 CTGCGTCGCCGTCGGCCTGTCCGCCGCCTTCGTCGAGCCG
Trp5O CTGTGTTGCTGTTGGACTCTCTGCTGCTTTCGTTGAGCCT
Übereinstimmung *** ** ** ** ** ** ** ** ** ***** *****
162 Anhang
1090. 1100. 1110. 1120.
Trp5 CTGGAGTCGACCGGCATCTTCTTCATCCAGCACGCCATCG
Trp5O CTTGAGTCTACCGGAATCTTCTTCATCCAGCACGCTATCG
Übereinstimmung ** ***** ***** ******************** ****
1130. 1140. 1150. 1160.
Trp5 AGCAGCTCGTGAAGCACTTCCCCGGCGAGCGCTGGGACCC
Trp5O AGCAGCTCGTTAAGCACTTTCCTGGTGAGAGATGGGATCC
Übereinstimmung ********** ******** ** ** *** * ***** **
1170. 1180. 1190. 1200.
Trp5 GGTGCTGATCAGCGCGTACAACGAGCGCATGGCGCACATG
Trp5O TGTGCTCATCTCTGCTTACAACGAGAGGATGGCTCACATG
Übereinstimmung ***** *** ** ********* * ***** ******
1210. 1220. 1230. 1240.
Trp5 GTCGACGGGGTCAAGGAGTTCCTCGTCCTCCACTACAAGG
Trp5O GTGGATGGTGTGAAAGAGTTCCTCGTTCTCCACTACAAGG
Übereinstimmung ** ** ** ** ** *********** *************
1250. 1260. 1270. 1280.
Trp5 GCGCCCAGCGCGAGGACACCCCCTACTGGAAGGCCGCCAA
Trp5O GTGCTCAGAGAGAGGATACTCCTTACTGGAAGGCTGCTAA
Übereinstimmung * ** *** * ***** ** ** *********** ** **
1290. 1300. 1310. 1320.
Trp5 GACCAGGGCCATGCCCGACGGCCTCGCCCGCAAGCTGGAG
Trp5O GACCAGGGCTATGCCTGATGGACTTGCTAGGAAGCTTGAG
Übereinstimmung ********* ***** ** ** ** ** * ***** ***
1330. 1340. 1350. 1360.
Trp5 CTGTCCGCCTCCCACCTGCTGGACGAGCAGACGATCTACC
Trp5O CTTTCTGCTTCTCACCTTCTCGATGAGCAGACCATCTACC
Übereinstimmung ** ** ** ** ***** ** ** ******** *******
1370. 1380. 1390. 1400.
Trp5 CCTACTACCACGGCTTCGAGACCTATTCGTGGATCACCAT
Trp5O CTTACTACCACGGATTCGAGACTTACTCTTGGATCACCAT
Übereinstimmung * *********** ******** ** ** ***********
1410. 1420. 1430. 1440.
Trp5 GAACCTCGGTCTCGGCATCGTGCCCGAGCGGCCGCGTCCC
Trp5O GAACCTTGGACTCGGAATCGTGCCTGAAAGACCTAGACCT
Übereinstimmung ****** ** ***** ******** ** * ** * **
1450. 1460. 1470. 1480.
Trp5 GCGCTCCTGCACATGGACCCGGCGCCCGCGCTGGCCGAGT
Trp5O GCTCTCCTCCATATGGATCCTGCTCCAGCTCTTGCTGAGT
Übereinstimmung ** ***** ** ***** ** ** ** ** ** ** ****
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1490. 1500. 1510. 1520.
Trp5 TCGAACGGCTCAGGCGCGAGGGCGACGAGCTGATCGCCGC
Trp5O TCGAGAGACTTAGAAGGGAAGGTGATGAGCTTATCGCTGC
Übereinstimmung **** * ** ** * ** ** ** ***** ***** **
1530. 1540. 1550. 1560.
Trp5 CCTGCCCAGCTGCTACGAGTACCTCGCCAGCATCCAACAC
Trp5O TCTCCCATCTTGCTACGAGTACCTTGCTTCTATCCAGCAC
Übereinstimmung ** ** ************** ** ***** ***
1570.
Trp5 CACCACCACCACCACTGA
Trp5O CACCACCACCACCACTGA
Übereinstimmung ******************
Abbildung A.1: Sequenzalignment der optimierten und originalen Tryptophan-5-Halogenasegene At-
pyrH und AtpyrHopt. Dargestellt ist mit Trp5 die Sequenz des originalen Tryptophan-5-Halogenasegens
AtpyrH, mit Trp5O die für Arabidopsis thaliana optimierte Sequenz AtpyrHopt. Sequenzübereinstim-
mungen sind mit * gekennzeichnet. Erfolgte ein Basenaustausch, ist dieser rot markiert.
10. 20. 30. 40.
Trp6 ATGTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAGTGGACAATCGAA
Trp6O ATGTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAA...GATAACAGGA
Übereinstimmung *************************** ** ** * *
50. 60. 70. 80.
Trp6 TCAAGACAGTCGTGATCCTGGGCGGCGGCACCGCCGGCTG
Trp6O TCAAGACCGTGGTGATCCTCGGAGGTGGAACTGCTGGATG
Übereinstimmung ******* ** ******** ** ** ** ** ** ** **
90. 100. 110. 120.
Trp6 GATGACTGCGGCGTATCTCGGCAAGGCGCTGCAGAACACG
Trp6O GATGACTGCTGCTTATCTTGGAAAGGCTCTCCAGAACACC
Übereinstimmung ********* ** ***** ** ***** ** ********
130. 140. 150. 160.
Trp6 GTGAAGATCGTGGTCCTGGAGGCGCCCACCATCCCGCGGA
Trp6O GTGAAGATCGTTGTTCTTGAGGCTCCTACCATCCCTAGAA
Übereinstimmung *********** ** ** ***** ** ******** * *
170. 180. 190. 200.
Trp6 TCGGTGTGGGCGAAGCCACCGTCCCCAACCTGCAGCGCGC
Trp6O TCGGAGTTGGAGAAGCTACTGTGCCTAACCTCCAGAGGGC
Übereinstimmung **** ** ** ***** ** ** ** ***** *** * **
210. 220. 230. 240.
Trp6 GTTCTTCGACTACCTCGGCATCCCCGAGGAGGAGTGGATG
Trp6O TTTCTTCGATTACCTTGGAATCCCTGAAGAGGAATGGATG
Übereinstimmung ******** ***** ** ***** ** ***** ******
164 Anhang
250. 260. 270. 280.
Trp6 CGCGAGTGCAACGCCAGTTACAAGATGGCGGTGAAGTTCA
Trp6O AGAGAGTGCAACGCTTCTTACAAGATGGCTGTGAAGTTTA
Übereinstimmung * *********** ************ ******** *
290. 300. 310. 320.
Trp6 TCAACTGGCGCACACCGGGGGAGGGCAGCCCGGATCCCCG
Trp6O TCAATTGGAGGACCCCTGGTGAGGGATCTCCTGATCCTAG
Übereinstimmung **** *** * ** ** ** ***** ** ***** *
330. 340. 350. 360.
Trp6 GACGCTCGACGACGGTCACACCGACACCTTCCACCACCCC
Trp6O AACTCTCGATGATGGACACACCGATACTTTCCACCACCCT
Übereinstimmung ** ***** ** ** ******** ** ***********
370. 380. 390. 400.
Trp6 TTCGGACTGCTGCCGTCCGCCGACCAGATACCGCTCTCCC
Trp6O TTCGGACTTCTCCCATCTGCTGATCAGATCCCTCTCTCTC
Übereinstimmung ******** ** ** ** ** ** ***** ** ***** *
410. 420. 430. 440.
Trp6 ACTACTGGGCGGCCAAGCGGCTCCAGGGCGAGACCGACGA
Trp6O ATTACTGGGCTGCTAAGAGACTTCAGGGTGAGACTGATGA
Übereinstimmung * ******** ** *** * ** ***** ***** ** **
450. 460. 470. 480.
Trp6 GAACTTCGACGAGGCGTGTTTCGCCGACACCGCGATCATG
Trp6O GAACTTCGATGAGGCTTGCTTCGCTGATACCGCTATCATG
Übereinstimmung ********* ***** ** ***** ** ***** ******
490. 500. 510. 520.
Trp6 AACGCCAAGAAGGCGCCCCGCTTCCTCGACATGCGGCGGG
Trp6O AACGCTAAGAAGGCTCCTAGATTCCTCGATATGAGAAGGG
Übereinstimmung ***** ******** ** * ******** *** * ***
530. 540. 550. 560.
Trp6 CGACCAACTACGCCTGGCACTTCGACGCCAGCAAGGTCGC
Trp6O CTACCAACTACGCTTGGCACTTCGATGCTTCTAAGGTGGC
Übereinstimmung * *********** *********** ** ***** **
570. 580. 590. 600.
Trp6 CGCGTTCCTGCGCAACTTCGCCGTCACCAAGCAGGCGGTC
Trp6O AGCTTTCCTCAGAAACTTCGCTGTGACTAAGCAGGCTGTT
Übereinstimmung ** ***** * ******** ** ** ******** **
610. 620. 630. 640.
Trp6 GAGCACGTCGAGGACGAGATGACCGAGGTCCTCACCGACG
Trp6O GAGCACGTTGAGGATGAGATGACTGAGGTGCTCACTGATG
Übereinstimmung ******** ***** ******** ***** ***** ** *
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650. 660. 670. 680.
Trp6 AACGGGGCTTCATCACCGCCCTGCGCACCAAGTCGGGACG
Trp6O AGAGGGGATTCATCACTGCTCTCAGGACCAAGTCTGGAAG
Übereinstimmung * **** ******** ** ** * ******** *** *
690. 700. 710. 720.
Trp6 GATCCTGCAGGGTGACCTCTTCGTCGACTGCTCCGGCTTC
Trp6O AATCCTCCAGGGTGATCTCTTCGTGGATTGCTCTGGATTC
Übereinstimmung ***** ******** ******** ** ***** ** ***
730. 740. 750. 760.
Trp6 CGCGGGCTGCTGATCAACAAGGCCATGGAGGAGCCGTTCA
Trp6O AGAGGACTCCTCATCAACAAGGCTATGGAAGAACCTTTCA
Übereinstimmung * ** ** ** *********** ***** ** ** ****
770. 780. 790. 800.
Trp6 TCGACATGAGCGACCACCTCCTGTGCAACAGCGCGGTCGC
Trp6O TCGATATGTCTGATCACCTCCTCTGCAACTCTGCTGTTGC
Übereinstimmung **** *** ** ******** ****** ** ** **
810. 820. 830. 840.
Trp6 CACGGCCGTACCGCACGACGACGAGAAGAACGGTGTCGAG
Trp6O TACTGCTGTGCCTCACGATGATGAGAAGAATGGTGTTGAG
Übereinstimmung ** ** ** ** ***** ** ******** ***** ***
850. 860. 870. 880.
Trp6 CCGTACACCTCCTCGATCGCCATGGAGGCCGGCTGGACCT
Trp6O CCTTACACCTCTTCTATCGCTATGGAAGCTGGATGGACCT
Übereinstimmung ** ******** ** ***** ***** ** ** *******
890. 900. 910. 920.
Trp6 GGAAGATTCCCATGCTGGGCCGGTTCGGCAGCGGTCACGT
Trp6O GGAAGATCCCTATGCTTGGAAGATTCGGATCTGGACACGT
Übereinstimmung ******* ** ***** ** * ***** ** *****
930. 940. 950. 960.
Trp6 CTACTCCGACCACTTCGCCACCCAGGACGAGGCCACCCTG
Trp6O GTACTCTGATCACTTCGCTACTCAGGATGAGGCTACCCTC
Übereinstimmung ***** ** ******** ** ***** ***** *****
970. 980. 990. 1000.
Trp6 GCCTTCTCGAAGCTGTGGGGCCTCGACCCGGACAACACCG
Trp6O GCTTTCTCTAAGCTTTGGGGACTCGATCCTGATAACACCG
Übereinstimmung ** ***** ***** ***** ***** ** ** *******
1010. 1020. 1030. 1040.
Trp6 AGTTCAACCACGTCCGCTTCCGGGTCGGCCGCAACCGCAG
Trp6O AGTTCAACCACGTGAGATTCAGGGTGGGAAGAAACAGAAG
Übereinstimmung ************* * *** **** ** * *** * **
166 Anhang
1050. 1060. 1070. 1080.
Trp6 GGCCTGGGTGCGCAACTGCGTCAGCGTCGGCCTCGCGTCG
Trp6O GGCTTGGGTTAGGAACTGTGTGTCTGTTGGACTCGCTTCT
Übereinstimmung *** ***** * ***** ** ** ** ***** **
1090. 1100. 1110. 1120.
Trp6 TGCTTCGTGGAGCCGCTGGAGTCCAGCGGCATCTACTTCA
Trp6O TGCTTCGTTGAGCCTCTTGAGTCATCTGGAATCTACTTCA
Übereinstimmung ******** ***** ** ***** ** **********
1130. 1140. 1150. 1160.
Trp6 TCTACGCGGCCATCCACATGCTGGCCAAGCACTTCCCCGA
Trp6O TCTACGCTGCTATCCATATGCTCGCTAAGCACTTCCCTGA
Übereinstimmung ******* ** ***** ***** ** *********** **
1170. 1180. 1190. 1200.
Trp6 CAAGACCTTCGACAAGGTGCTCGTCGACCGGTTCAACCGG
Trp6O TAAGACCTTCGATAAGGTGCTCGTGGATAGGTTCAACAGG
Übereinstimmung *********** *********** ** ******** **
1210. 1220. 1230. 1240.
Trp6 GAGATCGAGGAGATGTTCGACGACACCCGGGACTTCCTCC
Trp6O GAAATCGAAGAGATGTTCGATGATACCAGGGATTTCCTCC
Übereinstimmung ** ***** *********** ** *** **** *******
1250. 1260. 1270. 1280.
Trp6 AGGCGCACTACTACTTCTCGCCGCGCGTCGACACGCCGTT
Trp6O AGGCTCACTACTACTTCAGTCCTAGAGTGGATACCCCATT
Übereinstimmung **** ************ ** * ** ** ** ** **
1290. 1300. 1310. 1320.
Trp6 CTGGCGGGCGAACAAGGAACTGAAGCTGGCCGACTCCATC
Trp6O TTGGAGGGCTAACAAAGAGTTGAAGCTCGCTGATTCTATC
Übereinstimmung *** **** ***** ** ******* ** ** ** ***
1330. 1340. 1350. 1360.
Trp6 AAGGACAAGGTCGAGACGTACCGGGCCGGGCTGCCGGTCA
Trp6O AAGGATAAGGTGGAAACCTACAGGGCTGGACTCCCTGTTA
Übereinstimmung ***** ***** ** ** *** **** ** ** ** ** *
1370. 1380. 1390. 1400.
Trp6 ACCTGCCGGTCACCGACGAGGGGACCTACTACGGCAACTT
Trp6O ACCTCCCTGTTACTGATGAGGGAACCTACTACGGAAACTT
Übereinstimmung **** ** ** ** ** ***** *********** *****
1410. 1420. 1430. 1440.
Trp6 CGAGGCCGAGTTCCGGAACTTCTGGACCAACGGCAGCTAC
Trp6O CGAGGCTGAGTTCAGAAACTTCTGGACCAACGGATCTTAC
Übereinstimmung ****** ****** * ***************** ***
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1450. 1460. 1470. 1480.
Trp6 TACTGCATCTTCGCCGGCCTCGGCCTGATGCCGCGCAACC
Trp6O TACTGCATCTTCGCTGGACTCGGACTTATGCCTAGAAACC
Übereinstimmung ************** ** ***** ** ***** * ****
1490. 1500. 1510. 1520.
Trp6 CGCTGCCCGCGCTCGCCTACAAGCCGCAGTCGATCGCGGA
Trp6O CTCTTCCTGCTCTCGCTTACAAGCCTCAATCTATTGCTGA
Übereinstimmung * ** ** ** ***** ******** ** ** ** ** **
1530. 1540. 1550. 1560.
Trp6 GGCCGAGCTGCTGTTCGCCGACGTCAAGCGCAAGGGGGAC
Trp6O GGCTGAGCTTTTGTTCGCTGATGTGAAGAGGAAGGGTGAT
Übereinstimmung *** ***** ******* ** ** *** * ***** **
1570. 1580. 1590. 1600.
Trp6 ACCCTGGTCGAGTCGCTGCCGTCGACCTATGACCTGCTGC
Trp6O ACCCTCGTTGAGTCTCTCCCTTCTACTTACGATCTCCTCA
Übereinstimmung ***** ** ***** ** ** ** ** ** ** ** **
1610. 1620. 1630. 1640.
Trp6 GTCAGTTGCACGGTGCGTCGCACCACCACCACCACCACTG
Trp6O GACAGCTCCACGGTGCTTCACACCACCACCACCACCACTG
Übereinstimmung * *** * ******** ** ********************
Trp6 A
Trp6O A
Übereinstimmung *
Abbildung A.2: Sequenzalignment der optimierten und originalen Tryptophan-6-Halogenasegene At-
thiH und AtthiHopt. Dargestellt ist mit Trp6 die Sequenz des originalen Tryptophan-6-Halogenasegens
AtthiH, mit Trp6O die für Arabidopsis thaliana optimierte Sequenz AtthiHopt. Sequenzübereinstimmun-
gen sind mit * gekennzeichnet. Erfolgte ein Basenaustausch, ist dieser rot markiert.
10. 20. 30. 40.
Trp7 ATGTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAAACAAGCCAATCA
Trp7O ATGTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAAACAAGCCTATCA
Übereinstimmung *********************************** ****
50. 60. 70. 80.
Trp7 AGAATATCGTCATCGTGGGCGGCGGCACCGCGGGCTGGAT
Trp7O AGAACATCGTGATCGTGGGAGGTGGAACTGCTGGATGGAT
Übereinstimmung **** ***** ******** ** ** ** ** ** *****
90. 100. 110. 120.
Trp7 GGCCGCTTCGTACCTCGTCCGGGCGCTCCAACAGCAGGTA
Trp7O GGCTGCTTCTTACCTTGTTAGAGCACTCCAGCAGCAGGTT
Übereinstimmung *** ***** ***** ** * ** ***** ********
168 Anhang
130. 140. 150. 160.
Trp7 AACATTACGCTCATCGAGTCTGCGGCGATCCCCCGGATCG
Trp7O AACATCACCCTTATTGAGTCTGCTGCTATCCCTAGGATCG
Übereinstimmung ***** ** ** ** ******** ** ***** ******
170. 180. 190. 200.
Trp7 GCGTGGGCGAGGCGACCATCCCGAGTTTGCAGAAGGTGTT
Trp7O GAGTTGGAGAGGCTACTATCCCATCTCTCCAGAAGGTGTT
Übereinstimmung * ** ** ***** ** ***** * * ***********
210. 220. 230. 240.
Trp7 CTTCGACTTCCTCGGGATACCGGAGCGGGAGTGGATGCCC
Trp7O CTTCGATTTCCTCGGAATCCCTGAGAGGGAATGGATGCCT
Übereinstimmung ****** ******** ** ** *** **** ********
250. 260. 270. 280.
Trp7 CAAGTGAACGGCGCCTTCAAGGCCGCGATCAAGTTCGTGA
Trp7O CAAGTTAACGGTGCTTTCAAGGCTGCTATCAAGTTCGTGA
Übereinstimmung ***** ***** ** ******** ** *************
290. 300. 310. 320.
Trp7 ACTGGAGAAAATCTCCCGACCCATCGCGCGAAGATTACTT
Trp7O ATTGGAGGAAGTCTCCTGATCCTTCTAGAGAGGATTACTT
Übereinstimmung * ***** ** ***** ** ** ** * ** ********
330. 340. 350. 360.
Trp7 CTACCATTTGTTCGGCAGCGTGCCGAACTGCGACGGCGTG
Trp7O CTACCACCTCTTCGGATCTGTGCCTAACTGTGATGGTGTG
Übereinstimmung ****** * ***** ***** ***** ** ** ***
370. 380. 390. 400.
Trp7 CCGCTTACCCACTACTGGCTGCGCAAGCGCGAACAGGGCT
Trp7O CCTCTCACTCATTACTGGCTCAGAAAGAGAGAGCAGGGAT
Übereinstimmung ** ** ** ** ******** * *** * ** ***** *
410. 420. 430. 440.
Trp7 TCCAGCAACCGATGGCGTACGCGTGCTACCCGCAGCCCGG
Trp7O TCCAACAGCCTATGGCTTACGCTTGTTACCCTCAACCTGG
Übereinstimmung **** ** ** ***** ***** ** ***** ** ** **
450. 460. 470. 480.
Trp7 GGCCCTCGACGGCAAGCTGGCACCTTGCCTGGCCGACGGC
Trp7O TGCTCTTGATGGAAAGCTTGCTCCTTGTCTCGCTGATGGA
Übereinstimmung ** ** ** ** ***** ** ***** ** ** ** **
490. 500. 510. 520.
Trp7 ACCCGCCAGATGTCCCACGCGTGGCACTTCGACGCGCACC
Trp7O ACCAGACAGATGTCTCATGCTTGGCACTTCGATGCTCATC
Übereinstimmung *** * ******** ** ** *********** ** ** *
A.1 Alignments 169
530. 540. 550. 560.
Trp7 TGGTGGCCGACTTCTTGAAGCGCTGGGCCGTCGAGCGCGG
Trp7O TCGTGGCTGATTTCTTGAAGAGGTGGGCTGTTGAGAGGGG
Übereinstimmung * ***** ** ********* * ***** ** *** * **
570. 580. 590. 600.
Trp7 GGTGAATCGCGTGGTCGACGAGGTCGTGGAGGTTCAACTG
Trp7O TGTTAACAGAGTTGTTGATGAGGTGGTGGAAGTGCAGCTC
Übereinstimmung ** ** * ** ** ** ***** ***** ** ** **
610. 620. 630. 640.
Trp7 AACGACCGCGGCTACATCTCCACCCTGTTAACCAAGGAAG
Trp7O AACGATAGGGGATATATCTCTACCCTCCTCACCAAAGAGG
Übereinstimmung ***** * ** ** ***** ***** * ***** ** *
650. 660. 670. 680.
Trp7 GGCGGACGCTGGAGGCGGACCTGTTCATCGACTGCTCCGG
Trp7O GAAGAACTCTTGAGGCTGATCTCTTCATCGATTGCTCTGG
Übereinstimmung * * ** ** ***** ** ** ******** ***** **
690. 700. 710. 720.
Trp7 CATGCGAGGGCTCCTGATCAATCAGGCCCTGAAGGAACCC
Trp7O AATGAGGGGACTCCTCATCAACCAGGCTCTCAAAGAACCT
Übereinstimmung *** * ** ***** ***** ***** ** ** *****
730. 740. 750. 760.
Trp7 TTCATCGACATGTCCGACTACCTGCTGTGCGACAGCGCGG
Trp7O TTCATCGATATGTCTGATTACCTCCTCTGCGATTCTGCTG
Übereinstimmung ******** ***** ** ***** ** ***** ** *
770. 780. 790. 800.
Trp7 TCGCCAGCGCCGTGCCCAACGACGACGCGCGCGAGGGGGT
Trp7O TGGCTTCTGCTGTTCCTAACGATGATGCTAGAGAGGGTGT
Übereinstimmung * ** ** ** ** ***** ** ** * ***** **
810. 820. 830. 840.
Trp7 CGAGCCGTACACCTCCGCAATTGCCATGAACTCGGGATGG
Trp7O TGAGCCTTACACCTCTGCTATCGCTATGAACTCTGGATGG
Übereinstimmung ***** ******** ** ** ** ******** ******
850. 860. 870. 880.
Trp7 ACCTGGAAGATTCCGATGCTGGGCCGGTTCGGCAGCGGCT
Trp7O ACCTGGAAGATCCCTATGCTCGGAAGATTCGGATCTGGAT
Übereinstimmung *********** ** ***** ** * ***** ** *
890. 900. 910. 920.
Trp7 ACGTCTTCTCGACCAAGTTCACCTCGCGCGACCAGGCCAC
Trp7O ACGTGTTCTCTACCAAGTTCACCTCTAGGGATCAGGCTAC
Übereinstimmung **** ***** ************** * ** ***** **
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930. 940. 950. 960.
Trp7 CGCCGACTTCCTCAAACTCTGGGGCCTCTCGGACAATCAG
Trp7O CGCTGATTTCCTTAAGCTTTGGGGACTCTCTGATAACCAG
Übereinstimmung *** ** ***** ** ** ***** ***** ** ** ***
970. 980. 990. 1000.
Trp7 CAGCTCAACCAGATCAACTTCCGGGTCGGGCGCAACAAGC
Trp7O CAGCTCAACCAGATCAACTTCAGGGTGGGAAGAAACAAGA
Übereinstimmung ********************* **** ** * ******
1010. 1020. 1030. 1040.
Trp7 GGGCGTGGGTCAACAACTGCGTCTCGATCGGGCTGTCGTC
Trp7O GGGCTTGGGTGAACAACTGCGTGTCAATCGGACTCTCTTC
Übereinstimmung **** ***** *********** ** ***** ** ** **
1050. 1060. 1070. 1080.
Trp7 GTGCTTTCTGGAGCCCCTGGAATCGACGGGAATCTACTTC
Trp7O ATGCTTCCTTGAGCCTCTCGAGTCTACCGGAATCTACTTC
Übereinstimmung ***** ** ***** ** ** ** ** ************
1090. 1100. 1110. 1120.
Trp7 ATCTACGCGGCGCTTTACCAACTCGTGAAGCACTTCCCCG
Trp7O ATCTACGCTGCACTCTACCAGCTCGTGAAGCACTTCCCTG
Übereinstimmung ******** ** ** ***** ***************** *
1130. 1140. 1150. 1160.
Trp7 ACACCTCGTTCGACCCGCGGTTGCGCGACGCATTCAACGC
Trp7O ATACCTCATTCGATCCTAGGCTCAGGGATGCTTTCAACGC
Übereinstimmung * ***** ***** ** ** * * ** ** ********
1170. 1180. 1190. 1200.
Trp7 CGAGATCGTCTACATGTTCGACGACTGCCGAGACTTCGTC
Trp7O TGAGATCGTGTACATGTTCGATGATTGCAGGGATTTCGTG
Übereinstimmung ******** *********** ** *** * ** *****
1210. 1220. 1230. 1240.
Trp7 CAGGCGCACTATTTCACTACGTCGCGCGAAGACACGCCGT
Trp7O CAGGCTCACTACTTCACTACCTCAAGAGAGGATACCCCTT
Übereinstimmung ***** ***** ******** ** * ** ** ** ** *
1250. 1260. 1270. 1280.
Trp7 TCTGGCTCGCGAACCGGCACGAACTGCGGCTCTCGGACGC
Trp7O TCTGGCTCGCTAACAGACACGAGCTTAGGCTCTCAGATGC
Übereinstimmung ********** *** * ***** ** ******* ** **
1290. 1300. 1310. 1320.
Trp7 CATCCAGGAGAAGGTTGAGCGCTACAAGGCCGGGCTGCCA
Trp7O TATCCAAGAGAAGGTTGAGAGGTACAAGGCTGGACTCCCT
Übereinstimmung ***** ************ * ******** ** ** **
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1330. 1340. 1350. 1360.
Trp7 CTGACCACCACCTCGTTCGACGATTCCACGTACTACGAGA
Trp7O CTCACTACCACATCTTTCGATGATTCTACCTACTACGAGA
Übereinstimmung ** ** ***** ** ***** ***** ** **********
1370. 1380. 1390. 1400.
Trp7 CCTTCGACTACGAATTCAAGAACTTCTGGTTGAACGGCAA
Trp7O CTTTCGATTACGAGTTCAAGAACTTCTGGCTCAACGGAAA
Übereinstimmung * ***** ***** *************** * ***** **
1410. 1420. 1430. 1440.
Trp7 CTACTACTGCATCTTTGCCGGCCTGGGCATGCTGCCCGAC
Trp7O CTACTACTGCATCTTCGCTGGACTCGGAATGCTCCCTGAT
Übereinstimmung *************** ** ** ** ** ***** ** **
1450. 1460. 1470. 1480.
Trp7 CGGTCGCTGCCGCTCCTGCAGCACCGACCGGAGTCGATCC
Trp7O AGATCTCTTCCACTCCTCCAGCATAGGCCTGAGTCTATTC
Übereinstimmung * ** ** ** ***** ***** * ** ***** ** *
1490. 1500. 1510. 1520.
Trp7 AGAAGGCCGAAGCGATGTTCGCCAGCATCCGGCGCGAAGC
Trp7O AAAAGGCTGAGGCTATGTTCGCTTCTATCAGAAGAGAGGC
Übereinstimmung * ***** ** ** ******** *** * * ** **
1530. 1540. 1550. 1560.
Trp7 CGAGCGCCTGCGCACGAGCCTGCCGACGAACTACGACTAC
Trp7O TGAGAGGCTCAGAACTTCTCTCCCTACCAACTACGATTAC
Übereinstimmung *** * ** * ** ** ** ** ******** ***
1570. 1580. 1590. 1600.
Trp7 CTGCGGTCACGGCGTGACGGCGACGCGCAGCTGTCGCGCA
Trp7O CTCAGGTCTAGAAGGGATGGTGATGCTCAGCTCTCTAGAA
Übereinstimmung ** **** * * ** ** ** ** ***** ** * *
1610. 1620. 1630. 1640.
Trp7 ACCAGCACGGGCCGACGCTCGCGGCGCAGGAACGCCAGCA
Trp7O ACCAGCATGGACCTACTCTCGCTGCTCAAGAGAGACAGCA
Übereinstimmung ******* ** ** ** ***** ** ** ** * *****
1650.
Trp7 CCACCACCACCACCACTAG
Trp7O CCACCACCACCACCACTAA
Übereinstimmung ******************
Abbildung A.3: Sequenzalignment der optimierten und originalen Tryptophan-7-Halogenasegene At-
prnA und AtprnAopt. Dargestellt ist mit Trp7 die Sequenz des originalen Tryptophan-7-Halogenasegens
AtprnA, mit Trp7O die für Arabidopsis thaliana optimierte Sequenz AtprnAopt. Sequenzübereinstim-
mungen sind mit * gekennzeichnet. Erfolgte ein Basenaustausch, ist dieser rot markiert.
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A.2 Nachweis der Integration der Tryptophan-Halogenasegene in
Arabidopsis thaliana
A.2.1 Nachweis der Integration des optimierten Tryptophan-5-Halogenasegens
AtpyrHopt
Für das optimierte Tryptophan-5-Halogenasegen AtpyrHopt wurde eine große Vielzahl an F0-
Pflanzen selektiert und auf einemögliche Integration des Halogenasegensmittels genomischer
DNA untersucht. Die Ergebnisse für acht individuelle Linien werden in der Abbildung A.4
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Abbildung A.4: Ergebnisse des Nachweises der Integration des optimierten Tryptophan-5-Halo-
genasegens AtpyrHopt in Arabidopsis thaliana. Die Abbildung zeigt mit Hilfe verschiedener Primer-
kombinationen den Nachweis der Integration des Halogenasegens, sowie des Promotors. Mit der
Primerkombination A wird bei erfolgreicher Integration des Halogenasegens durch die Primer Trp5Ofw
+ Trp5Orv mit einer Größe von 1175 bp nachgewiesen. Mit der Primerkombination B wird durch die
Verwendung des Insert-Primers Sequ2 sowie eines Primers der vor dem Promotor lokalisiert ist ein
PCR-Produkt mit einer Größe von 1287 bp amplifiziert.
näher gezeigt. Für sieben dieser Linien konnte der Nachweis der Integration des Haloge-
nasegens erfolgen. Das resultierende PCR-Produkt der Primerkombination A, ermöglicht
den Nachweis des Inserts. Bei dem Primerpaar B kann zusätzlich der integrierte Promotor
bestätigt werden. Für die Linie AtpyrHopt_OX1 konnte mit beiden Primerkombinationen
kein Signal detektiert werden. Diese Linie wird bei den nachfolgenden Untersuchungen daher
nicht weiter betrachtet. Genomische DNA vomWildtyp wird als Negativkontrolle mitgeführt
und zeigt keine PCR-Produkte.
Eine mögliche Expression des Halogenasegens der sieben Linien von AtpyrHopt wurde
im nächsten Schritt untersucht. In Abbildung A.5 ist die Analyse der Analyse der Genex-
pression von AtpyrHopt dargestellt. Die Qualität der cDNA wurde mittels des Referenzgens
(A) YLS8 geprüft. Die cDNA aller Linien ist von guter Qualität und in keine der getesteten
Linien konnten gDNA Verunreinigungen mittels der RT- Proben ermittelt werden. Bei der
Betrachtung der PCR-Ergebnisse der Insertprimer (B) zeigt sich, dass die Expression einiger
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Abbildung A.5: Ergebnisse des Nachweises der Expression des optimierten Tryptophan-5-Halogena-
segens AtpyrHopt in Arabidopsis thaliana. Die Abbildung zeigt mit Hilfe verschiedener Primerkombi-
nationen den Nachweis der Expression von verschiedenen unabhängigen Linien. Das Referenzgen
YLS8wird mit der Primerkombination A nachgewiesen (YLS8 genom fw+YLS8 rv cDNA=572 bp,
gDNA=1037 bp). Mit der Primerkombination B wird bei Expression des Halogenasegens durch die
Primer Trp5Ofw + Trp5Orv ein PCR-Produkt mit einer Größe von 1211 bp nachgewiesen. Für die Primer-
kombination C werden mit den Primern pENTR-Trp6fw+ Sequ2 für cDNA keine Amplifikate erwartet.
Bei Verunreinigungen mit genomischer DNA kann mittels dieser Primerkombination ein PCR-Produkt
mit einer Größe von 1301 bp amplifiziert werden. RT−= Reverse Transkriptase-Negativkontrollen.
Linien nur sehr schwach und daher schwer nachzuweisen war. Für die Linien AtpyrHopt
OX_4 bis AtpyrHopt OX_7 sowie AtpyrHopt OX_34 und AtpyrHopt OX_51 zeigen sich sehr
eindeutige Signale, was darauf schließen lässt, dass das Halogenasegen bei diesen Linien
exprimiert wird. Bei den Linien AtpyrH OX_20 und AtpyrHopt OX_26 können hingegen nur
sehr schwache Signale detektiert werden. Die Negativ-PCR (C), bestehend aus einem Insert-
Primer und einem Primer der vor dem Promotor liegt, kann nur bei Verunreinigungen mit
genomischer DNA ein PCR-Produkt amplifiziert werden. Für alle getesteten Linien konnte
kein PCR-Produkt amplifiziert werden, was zeigt das keine genomische DNA in den Proben
vorhanden ist.
A.2.2 Nachweis der Integration des Tryptophan-6-Halogenasegens AtthiH
Die Ergebnisse der Untersuchung verschiedener möglichen transgenen Linien der F0-Ge-
neration des Tryptophan-6-Halogenasegen AtthiH sind in der Abbildung A.6 dargestellt.
Mit der Primerkombination A konnten nicht bei allen Linien ein Signal für das Gen AtthiH
detektiert werden. Bei der Linie AtthiH OX_1 ist gar kein Signal sichtbar, bei der Linie AtthiH
OX_9 nur ein sehr schwaches Signal . Mit dem zweiten Primerpaar, welches ein Produkt vom
Insert bis zur Hygromycin-Resistenz detektiert, konnte bei allen Linien das PCR-Produkt mit
der zu erwartenden Größe von rund 2500 bp amplifiziert werden. Aufgrund des negativen
Ergebnisses mit der Primerkombination A bei der Linie AtthiH OX_1, wird auf diese bei
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Abbildung A.6: Ergebnisse des Nachweises der Integration des Tryptophan-6-Halogenasegens
AtthiH in Arabidopsis thaliana. Die Abbildung zeigt mit Hilfe verschiedener Primerkombinationen
den Nachweis der Integration des Halogenasegens, sowie der Hygromycin-Resistenz. Mit der Primer-
kombination A wird bei erfolgreicher Integration des Halogenasegens durch die Primer AW-Trp6-fw
+ AW-Trp6-rv mit einer Größe von 1617 bp nachgewiesen. Mit der Primerkombination B wird durch
die Verwendung des Insert-Primers Sequ2 sowie eines Primers für die Hygromycin-Resistenz ist ein
PCR-Produkt mit einer Größe von 2586 bp amplifiziert.
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Abbildung A.7: Ergebnisse des Nachweises der Expression des Tryptophan-6-Halogenasegens
thiH in Arabidopsis thaliana. Die Abbildung zeigt mit Hilfe verschiedener Primerkombinationen den
Nachweis der Expression von verschiedenen unabhängigen Linien. Das Referenzgen YLS8wird mit
der Primerkombination A nachgewiesen (YLS8 genom fw+YLS8 rv cDNA=572 bp, gDNA=1037 bp).
Mit der Primerkombination B wird bei Expression des Halogenasegens durch die Primer AW-SA-
Trp6H-fw + AW-SA-Trp6H-rv ein PCR-Produkt mit einer Größe von 1638 bp nachgewiesen. Für die
Primerkombination C werden mit den Primern Sequ 2 + Hyg-rv für cDNA keine Amplifikate erwartet.
Bei Verunreinigungen mit genomischer DNA kann mittels dieser Primerkombination ein PCR-Produkt
mit einer Größe von2586 bp amplifiziert werden. RT−= Reverse Transkriptase-Negativkontrollen.
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den weiterführenden Untersuchungen verzichtet. Genomische DNA vomWildtyp wird als
Negativkontrolle mitgeführt und zeigt keine PCR-Produkte.
Der Nachweis der Expression erfolgte mit den sieben positiv auf gDNA getesteten Linien
und ist in Abbildung A.7 zusammengefasst. Im ersten Arbeitsschritt wird die cDNA mit
Hilfe des Referenzgens YLS8 (A) getestet. Es zeigt sich, dass diese nur bedingt von guter
Qualität ist. Bei der Linie AtthiH OX_19 ist das PCR-Produkt nur sehr schwach, was bei
der späteren Analyse des zu untersuchenden Halogenasegens zu Problemen führen kann.
Dennoch konnte gezeigt werden, dass in keinen Proben gDNA Verunreinigungen vorhanden
sind und auch die RT- Proben keine Signale zeigen. Bei der Betrachtung einer möglichen
Expression mit den Insert-Primern (B) zeigt sich, dass alle Linien, auch die Linie AtthiH
OX_19 ein PCR-Produkt mit der zu erwartenden Größe von rund 1600 bp zeigen. Da auch
hier die RT- Proben leer sind, kann davon ausgegangen werden, dass diese Signale von der
cDNA stammen. Dieses Ergebnis bestätigt sich auch mit der Negativ-PCR (C). Diese Primer
bestehen, wie schon bei dem Nachweis der Integration mittels genomischer DNA, aus einem
Forward-Primer, der im Insert lokalisiert ist und einem Revers-Primer in der Hygromycin-
Resistenz.
A.2.3 Nachweis der Integration des optimierten Tryptophan-6-Halogenasegens
AtthiHopt
Nach der Selektion der F0-Samen konnte für das optimierte Tryptophan-6-Halogenasegen
AtthiHopt ebenfalls eine große Anzahl an möglichen transgenen Pflanzen vom Selektions-
medium auf Erde umgesetzt werden. Im Folgenden sind die Analysen einiger ausgewählter
Linien näher beschrieben. Die Ergebnisse des Nachweises der Integration des Gens sind in der
Abbildung A.8 zusammengefasst. Als Kontrolle wird gDNA vomWildtyp mitgeführt. Mit der
ersten Primerkombination (A), bei welcher sowohl der Forward- als auch der Revers-Primer
im Halogenasegen binden, wird ein Produkt mit einer Größe von 1325 bp amplifiziert. Für
die Linie AtthiHopt OX_49 konnte mit diesen Primern kein PCR-Produkt detektiert werden.
Auch mit der zweiten Primerkombination B, bestehend aus einem Insert-Primer und einem
Primer der in der Hygromycin-Resistenz bindet, ist bei diese Linie kein eindeutiger positiver
Nachweis möglich. Aufgrund der sehr schwachen Signale der Linie AtthiHopt OX_49 wird
diese nachfolgend nicht weiter untersucht. Die positiv getesteten Linien wurden nachfolgend
auf eine mögliche Expression hin untersucht.
Bei der Analyse der Expression werden wie schon bei den vorangegangenen Konstrukten
jeweils drei verschiedene Primerkombinationen getestet. Die Ergebnisse dieser PCRs sind
der Abbildung A.9 zu entnehmen. Aufgrund der hohen Anzahl an positiven Linien wurden
zufällig 6 Linien für diese Untersuchung ausgewählt. Mit der Primerkombination für das
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Abbildung A.8: Ergebnisse des Nachweises der Integration des optimierten Tryptophan-6-
Halogenasegens AtthiHopt in Arabidopsis thaliana. Die Abbildung zeigt mit Hilfe verschiedener
Primerkombinationen den Nachweis der Integration des Halogenasegens, sowie der Hygromycin-
Resistenz. Mit der Primerkombination A wird bei erfolgreicher Integration des Halogenasegens
durch die Primer Trp6Ofw + Trp6Orv mit einer Größe von 1325 bp nachgewiesen. Mit der Primer-
kombination B wird durch die Verwendung des Insert-Primers Sequ3 sowie eines Primers für die
Hygromycin-Resistenz ist ein PCR-Produkt mit einer Größe von 2990 bp amplifiziert.
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Abbildung A.9: Ergebnisse des Nachweises der Expression des optimierten Tryptophan-6-Halogena-
segens AtthiHopt in Arabidopsis thaliana. Die Abbildung zeigt mit Hilfe verschiedener Primerkombi-
nationen den Nachweis der Expression von verschiedenen unabhängigen Linien. Das Referenzgen
YLS8wird mit der Primerkombination A nachgewiesen (YLS8 genom fw+YLS8 rv cDNA=572 bp, gD-
NA= 1037 bp). Mit der Primerkombination B wird bei Expression des Halogenasegens durch die Primer
Trp6O fw+ Trp6O rv ein PCR-Produkt mit einer Größe von 1325 bp nachgewiesen. Für die Primerkom-
bination C werden mit den Primern pENTR-Trp6fw+ Sequ1 für cDNA keine Amplifikate erwartet. Bei
Verunreinigungen mit genomischer DNA kann mittels dieser Primerkombination ein PCR-Produkt mit
einer Größe von 1301 bp amplifiziert werden. RT−= Reverse Transkriptase-Negativkontrollen.
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Referenzgen (A), zeigt sich, dass die cDNA funktioniert und keine gDNA mehr vorhanden
ist. Es konnten nur die Produkte für die cDNA, mit einer ungefähren Größe von 570 bp,
amplifiziert werden. Ebenso sind bei allen Proben die RT- Proben leer. Der Nachweis der
Expression der Linien erfolgte mit der Primerkombination B, welche mittels Insert-Primern
das Halogenasegen nachweist. Für alle sechs der getesteten Linien war dieser Nachweis erfolg-
reich. Die amplifizierten Produkte entsprechen den Größen und die RT- Proben sind ebenfalls
leer. Auch die Negativ-PCR (C) bestätigt dieses Ergebnis. Bei dieser Primerkombination
ist der Forward-Primer vor dem Promotor lokalisiert. Der Revers-Primer bindet im Insert,
was mittels genomischer DNA ein PCR-Produkt mit einer Größe von 1327 bp amplifizieren
würde, während es mittels cDNA zu keiner Amplifikation kommt.
A.2.4 Nachweis der Integration des Tryptophan-7-Halogenasegens AtprnA
In der Abbildung A.10 ist das Ergebnis der Untersuchung auf eine mögliche Integration des
Tryptophan-7-Halogenasegens AtprnA in verschiedenen unabhängigen F0-Linien darge-
stellt. Es wurden 10 individuelle Linien mit verschiedenen Primerkombinationen getestet.
Als Kontrolle wird gDNA vomWildtyp mitgeführt. Mit der Primerkombination A wird mit
A
2500
2000
1500
1000
B
6000
3000
2000
Ma
rke
r
At
prn
A O
X_
2
At
prn
A O
X_
4
At
prn
A O
X_
6
At
prn
A O
X_
9
At
prn
A O
X_
10
At
prn
A O
X_
11
At
prn
A O
X_
12
At
prn
A O
X_
13
At
prn
A O
X_
14
At
prn
A O
X_
16
Wi
ldt
yp
Abbildung A.10: Ergebnisse des Nachweises der Integration des Tryptophan-7-Halogenasegens
AtprnA in Arabidopsis thaliana. Die Abbildung zeigt mit Hilfe verschiedener Primerkombinationen den
Nachweis der Integration des Halogenasegens, sowie der Hygromycin-Resistenz. Mit der Primerkombi-
nation A wird bei erfolgreicher Integration des Halogenasegens durch die Primer AW-Pf-Trp7H-for +
AW-Pf-Trp7H-rev mit einer Größe von 1659 bp nachgewiesen. Mit der Primerkombination B wird durch
die Verwendung des Insert-Primers Sequ2 sowie eines Primers für die Hygromycin-Resistenz ist ein
PCR-Produkt mit einer Größe von 2868 bp amplifiziert.
Hilfe von Insert-Primern ein PCR-Produkt mit einer Größe von 1659 bp amplifiziert. Bei
den Linien AtprnA_4 und AtprnA_12 sind mit diesen Primern nur sehr schwache Signale
detektierbar. Für alle anderen Linien konnten die PCR-Produkte mit der zu erwartenden
Größe amplifiziert werden. Mit dem PCR-Produkt der Primer B, bestehend aus einem Inert-
Primer und einem Reverse-Primer, welcher in der Hygromycin-Resistenz bindet, wurden bei
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Abbildung A.11: Ergebnisse des Nachweises der Expression des Tryptophan-7-Halogenasegens
AtprnA in Arabidopsis thaliana. Die Abbildung zeigt mit Hilfe verschiedener Primerkombinationen den
Nachweis der Expression von verschiedenen unabhängigen Linien. Das Referenzgen YLS8wird mit
der Primerkombination A nachgewiesen (YLS8 genom fw+YLS8 rv cDNA=572 bp, gDNA=1037 bp).
Mit der Primerkombination B wird bei Expression des Halogenasegens durch die Primer AW-Pf-
Trp7H-fw + AW-Pf-Trp7H-rv ein PCR-Produkt mit einer Größe von 1659 bp nachgewiesen. Für die
Primerkombination C werden mit den Primern RB+ Sequ1 für cDNA keine Amplifikate erwartet. Bei
Verunreinigungen mit genomischer DNA kann mittels dieser Primerkombination ein PCR-Produkt mit
einer Größe von 2780 bp amplifiziert werden. RT−= Reverse Transkriptase-Negativkontrollen.
diesen beiden Linien jedoch sehr gute und eindeutige Signale erhalten. Mit dieser Kombi-
nation ist das Signal bei der Linie AtprnA_2 hingegen sehr schwach. Dennoch ist bei jeder
Linie mindestens mit einer der beiden Primer ein sehr starkes Signal zu ermitteln, weshalb
davon ausgegangen werden kann, dass eine Integration der Halogenase in alle der getesteten
Linien erfolgte. Aus diesem Grund wurden alle zehn Linien im Folgenden auf eine mögliche
Expression hin untersucht.
Die Ergebnisse der Analyse der Linien auf eine mögliche Expression sind in der Abbil-
dung A.11) dargestellt. Es zeigt sich hier, dass nicht alle Linien eine Expression aufweisen.
Mit Primern für das Referenzgen YLS8 (A) konnte gezeigt werden, dass die cDNA von guter
Qualität ist und in allen Proben, auch den RT- Proben, keine gDNA mehr vorhanden ist.
Mit der Primerkombination B, welche aus Insert-Primern besteht, nicht bei jeder Linie ein
Signal detektiert werden. Bei den Linien AtprnA OX_10 und AtprnA OX_14 ist der Nachweis
der Expression der Halogenase negativ. Alle anderen Linien zeigen ein Signal und somit
auch eine Expression. Die Primerkombination C ist eine zusätzliche Negativkontrolle, mit
welche sichergestellt werden soll, dass die Signale aus B nicht von gDNA Verunreinigungen
stammen können. Mittels genomischer DNA ergibt diese Primerkombination, bestehend
aus dem Primer für die RB-Seite und einem Insert-Primer eine Größe von 2780 bp. Da der
Forward-Primer vor dem Promotor liegt, kann mittels cDNA kein Produkt gebildet werden.
Keine der getesteten Linien zeigt hier ein Signal.
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A.2.5 Nachweis der Integration des optimierten Tryptophan-7-Halogenasegens
AtprnAopt
Es konnte lediglich von fünf auf Erde angewachsenen Pflanzen gDNA isoliert werden und
diese anschließend auf eine mögliche Integration der Halogenasegene genauer untersucht
werden. In der Abbildung A.12 zeigt sich, dass von den getesteten Linien nicht alle das
Halogenasegen besitzen. Mit der Primerkombination A konnte für die Linie AtprnAopt OX_6
kein PCR-Produkt amplifiziert werden. Für alle anderen Linien war der Nachweis erfolgreich.
Auch mit der zweiten Primerkombination ist bei dieser Linie kein Signal detektierbar. Auch
für die Linie AtprnAopt OX_11 konnte hier kein Signal detektiert werden. Aus diesem Grund
werden diese Linien nicht weiter betrachtet.
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Abbildung A.12: Ergebnisse des Nachweises der Integration des optimierten Tryptophan-7-
Halogenasegens AtprnA in Arabidopsis thaliana. Die Abbildung zeigt mit Hilfe verschiedener Pri-
merkombinationen den Nachweis der Integration des Halogenasegens, sowie des Promotors. Mit der
Primerkombination A wird bei erfolgreicher Integration des Halogenasegens durch die Primer Trp7Ofw
+ Trp7Orv mit einer Größe von 1426 bp nachgewiesen. Mit der Primerkombination B wird durch die
Verwendung des Insert-Primers Sequ1 sowie eines Primers der vor dem Promotor lokalisiert ist ein
PCR-Produkt mit einer Größe von 1193 bp amplifiziert.
Die folgende Expressionsanalyse konnte daher lediglich mit drei verschiedenen Linien
durchgeführt werden. Die Ergebnisse sind der Abbildung A.13 zu entnehmen. Es zeigt sich,
dass für alle Linien eine Expression nachgewiesen werden konnte. Bei der Primerkombi-
nation B, wo beide Primer im Halogenasegen binden, konnten für alle drei Linien Signale
detektiert werden. Mit Primern für das Referenzgen YLS8, sowie der Negativ-PCR bestehend
aus einem Insert-Primer und dem Primer für die RB-Site konnte eindeutig bestätigt werden,
dass keine gDNA mehr vorhanden ist.
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Abbildung A.13: Ergebnisse des Nachweises der Expression des optimierten Tryptophan-7-Halogena-
segens AtprnAopt in Arabidopsis thaliana. Die Abbildung zeigt mit Hilfe verschiedener Primerkombi-
nationen den Nachweis der Expression von verschiedenen unabhängigen Linien. Das Referenzgen
YLS8wird mit der Primerkombination A nachgewiesen (YLS8 genom fw+YLS8 rv cDNA=572 bp,
gDNA=1037 bp). Mit der Primerkombination B wird bei Expression des Halogenasegens durch die
Primer Trp7Ofw + Trp7Orv ein PCR-Produkt mit einer Größe von 1426 bp nachgewiesen. Für die
Primerkombination C werden mit den Primern RB+ Sequ1 für cDNA keine Amplifikate erwartet. Bei
Verunreinigungen mit genomischer DNA kann mittels dieser Primerkombination ein PCR-Produkt mit
einer Größe von 1419 bp amplifiziert werden. RT−= Reverse Transkriptase-Negativkontrollen.
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A.3 Nachweis der letalen Dosis von L-Tryptophan
In der Abbildung A.14 ist die letale Dosis von L-Tryptophan auf denWildtyp von Arabidopsis
thaliana dargestellt. Bei einer Konzentration von 500 µM konnte keinWachstum derWurzeln
mehr ermittelt werden.
Abbildung A.14: Einfluss Tryptophan auf dieWurzellänge von Arabidopsis thaliana-Wildtyp. Dar-
gestellt sind die prozentualenWurzellängen nach 17 Tagen Inkubation auf tryptophanhaltigen
Medien. Normiert wird auf die Kontrollen ohne Zugabe von Tryptophan. Signifikante Unterschiede von
p ≤ 0,05 im Vergleich zu den nicht behandelten Pflanzen sind mit Stern *markiert. N > 50
